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Die Carotinoide der gelben Ptirsiche. 
Von 
H. Thaler und K. E. Sehulte. 


(Universitatsinstitut und Deutsche Forschungsanstalt fiir Lebensmittel- 


chemie in Miinchen.) 


(Eingegangen am 31, Mai 1940.) 


In den letzten Jahren gelangen in steigendem Mae Pfirsichsorten 
auf den Markt, die sich durch eine auffallende gelbe bis orangegelbe 
Farbung ihres Fruchtfleisches auszeichnen, die sie demjenigen der 
Aprikosen ahnlich erscheinen laBt, so daB sie oft als ,, Aprikosenpfirsiche“ 
bezeichnet werden. Auch ihr Aroma weicht von dem gewohnten Pfirsich- 
aroma merklich ab. 

Die eigenartige Farbe der Friichte lief mit einiger Sicherheit 
Carotinoide als Farbstoffe vermuten. Die Ermittlung des Gehalts der 
Lebensmittel an diesen Stoffen ist schon im Hinblick auf die Bedeutung 
des Carotins selbst als Provitamin A von einiger Wichtigkeit, so dab 
eine Priifung der Pfirsiche lohnend erschien. Weiterhin hatte H. Brock- 
mann! bei seinen Untersuchungen iiber die Farbtrager der Aprikose 
nicht nur gefunden, daB diese Frucht neben Carotin auch Lycopin 
enthalt, sondern daB im Gegensatz zu den damals bekannten Tatsachen 
das Carotin mengenmaBig weit iiberwog. Da der Pfirsich zur gleichen 
Pflanzengattung Prunus gehdrt wie die Aprikose, so war es nicht un- 
interessant zu priifen, welche Carotinoide im Fruchtfleisch vorhanden 
sind und wie ihre Mengen sich zueinander verhalten. 

Die nach dem Verfahren von R. Kuhn und H. Brockmann? durch- 
gefiithrten Untersuchungen ergaben die Anwesenheit von Carotin, 
Lycopin und Lutein, wobei das letztere teils frei, teils verestert vorlag. 
Der Gehalt der Friichte an allen diesen Stoffen war jedoch recht gering. 
In 1 kg der frischen Pfirsiche wurden 0,1 mg Carotin, 0,052 mg Lycopin 
und 0,38 mg Lutein gefunden, so daf die Aprikosenpfirsiche bei weitem 
keine so gute Quelle fiir das Provitamin A darstellen wie die Aprikosen. 
Im Einklang mit den erwahnten Untersuchungen von H. Brockmann} 
ergab sich ferner, daB auch bei den gelben Pfirsichen das Carotin in 
gréBerer Menge vorhanden war als das Lycopin. Die Carotin-, Lycopin- 
und Luteinmengen verhielten sich zueinander wie 2: 1:8. 


Experimenteller Teil. 


Die zur Untersuchung verwendeten Aprikosenpfirsiche waren die 
iibliche Handelsware aus einem Miinchener Obstgeschaft. 4 kg der 


1 Zeitschr. f. physiol. Chem. 216, 45, 1933. 2 Ebenda 206, 43, 1932. 
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leuchtend gelbroten, sammetfilzigen Friichte wurden entkernt. Das 
Fleisch sah safrangelb aus, hatte aber an den Stellen, die der Steinschale 
der Kerne anlagen, eine blutrote Farbe. Mit Hilfe eines Fleischwolfes 
wurde es zerkleinert. Den Brei gab man auf ein Koliertuch, wobei iiber 
Nacht der gré§te Teil des Saftes ablief. Den Riickstand entwasserte 
man mit Alkohol, mit dem das Material verschiedentlich ausgezogen 
wurde. AnschlieBend wurde zunachst im Trockenschrank bei 35 bis 40° 
und dann im Vakuum-Exsikkator iiber Natriumhydroxyd so lange 
getrocknet, bis die Substanz wasserfrei erschien. Die Ausbeute betrug 
50 g. Die Masse war faserig, sah dunkelbraungelb aus und lieB sich in 
einer gewohnlichen Kaffeemihle zu einem mittelfeinen Pulver zermahlen. 
Dieses wurde mit einem Gemisch von 200 cem Methanol und 200 cem 
Petrolather 5 Wochen lang unter Stickstoff bei Zimmertemperatur im 
Dunkeln extrahiert. 

Aus dem gelblichen Saft der Pfirsiche, der beim Kolieren abgetropft 
war, lie} sich mit Petrolather kein Farbstoff ausschiitteln, ebenso gaben 
die gelben Alkoholausziige nach dem Verdiinnen mit wasseriger Kalilauge 
nur eine so geringfiigige Menge Farbstoff an Petrolather ab, daB sie bei der 
Untersuchung nicht weiter beriicksichtigt wurde. 

Das von dem Pfirsichpulver abfiltrierte Gemisch von Petrolather- 
Methanol hatte eine intensiv gelbe Farbe. Die Fliissigkeit wurde mit 
Wasser soweit verdiinnt, bis der Methylalkohol 10 % davon enthielt. 
Nach kurzem Stehen bildeten sich zwei Schichten aus, die voneinander 
getrennt wurden. Das 90 %ige Methanol schiittelte man solange mit 
Petrolather aus, bis dieser keinen Farbstoff mehr aufnahm, ebenso 
extrahierte man die Petrolatherschicht mit 90 °%4igem Methanol. Der 
Petrolather zeigte eine wesentlich starkere Farbung. Nach den Léslich- 
keitsverhaltnissen der Carotinoide mute das Methanol die in den 
Friichten vorhandenen freien Xanthophylle enthalten, der Petrolather 
dagegen die Kohlenwasserstoffe, wie Carotin und Lycopin sowie Xantho- 
phyllester, die sogenannten Farbwachse oder Lipochrome. 


a) Die Untersuchung der Petroldtherschicht. 


Die Trennung der im Petrolather gelésten, veresterten Xantho- 
phylle von den Kohlenwasserstoffen geschah durch Spaltung der Ester 
mittels Natriumathylats und selektive Adsorption der Farbstoffe an 
Aluminiumoxyd. 

Man behandelte die Petrolatherlésung 2 Tage lang mit Natriumathylat 
unter Stickstoffatmosphare bei Zimmertemperatur und wusch dann die 
Lésung mit Wasser aus, bis dieses neutral reagierte. Sodann wurde mit 
Calciumchlorid getrocknet und auf Aluminiumoxyd chromatographiert. 


Es bildeten sich vier nahe beieinander liegende Ringe aus, ein gelber, . 


ein braungelber, ein roter und ein rosafarbener, die sich mit Hilfe eines 
Gemisches von Petrolather und Benzol-im Verhaltnis 1] : 5 leicht von- 
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einander trennen lieBen. Das Chromatogramm sah dann folgender- 
mafen aus: 


15mm gelb 
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Die Zonen waren scharf und machten einen durchaus einheitlichen 
Eindruck, bis auf den ersten gelben Ring, der etwas verwaschen aussah. 
Dieser wurde mit dem braungelben zusammengefaBt und in der weiteren 
Untersuchung als ,,1. Zone’ bezeichnet, wahrend der rote Ring die 
zweite und der rosa Ring die dritte Zone bildeten. 

Die erste Zone eluierte man mit Petrolather-Methanol-Gemisch. 
Der Alkohol wurde mit Wasser ausgewaschen und die mit Calcium- 
chlorid getrocknete Lésung ein zweites Mal auf eine Aluminiumoxyd- 
siule gegeben. Wieder bildete sich ein einheitlicher braungelber Ring 
aus, der von einer weniger scharfen hellgelben Adsorptionsschicht 
iiberlagert war. Der braungelbe Ring lieB sich durch Nachwaschen mit 
einem Petrolaither-Benzol-Gemisch von dem hellgelben trennen. Den 
letzteren untersuchte man nicht weiter, da es sich offensichtlich um 
Oxydationsprodukte der tibrigen Carotinoide handelte, wie denn auch 
eine spektralanalytische Untersuchung keine scharfen Absorptions- 
maxima ergab. Die Stoffe des braungelben Ringes wurden, gelést in 
Petrolather, erneut auf Calciumcarbonat chromatographiert. Man 
erhielt ein verwaschenes gelbes Chromatogramm, das die Saule durch- 
wanderte und sich durch Zugabe von weiterem Lésungsmittel ganz aus 
dieser entfernen lie}. Das Verhalten dieses gelben Farbstoffes gegeniiber 
Aluminiumoxyd und Calciumearbonat, wie auch die Tatsache, dai 
er vor dem Verseifen in Petrolather, danach aber in 90 °,igem Methanol 
léslich war, machen die Vermutung wahrscheinlich, daB es sich hier 
um Lutein handelt. 

Die spektralanalytische Untersuchung der Petrolatherlésung des 
Xanthophylls ergab folgende Werte: 

Gefunden: 1. Absorp. max. 478—1; 2. Absorp. max. 450; 
Lutein’: 1. Absorp. max. 477,5; 2. Absorp. max. 447,5. 

Einer der Farbstoffe des gelben Pfirsichs ist demnach Lutein. 
das, wie sich aus seinem Verhalten gegentiber verschiedenen Lésungs- 
mitteln vor und nach der Behandlung mit Natriumathylat schlieBen 
laBt, als sogenanntes Farbwachs oder Lipochrom verestert in der Frucht 
enthalten ist. 

Die zweite Zone des ersten Chromatogramms, der intensiv rot 
gefarbte Ring, wurde ebenfalls mit Methanol-Petrolather-Gemisch (10 °4 
Methanol) eluiert. Nach dem Entfernen des Methanols mit Wasser 
und Trocknen der Petrolatherlésung mit Calciumchlorid chromato- 


1 R. Kuhn au. H. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem. 206, 43, 1932. 
1* 














4 H. Thaler u. K. E. Schulte: 


graphierte man diese ein zweites Mal auf Aluminiumoxyd. Das Chromato- 
gramm erwies sich beim Entwickeln mit Benzol-Petrolather als ein- 
heitlich. Der adsorbierte Farbstoff wurde mit Schwefelkohlenstoff, der 
5°, Methanol enthielt, vom Aluminiumoxyd entfernt, wobei er mit 
leuchtend roter Farbe in Lésung ging, was auf die Anwesenheit von 
Lycopin schlieBen lie}. Das Chromatogramm der Schwefelkohlenstoff- 
lésung auf Aluminiumoxyd wurde mit demjenigen eines aus Tomaten 
durch Extraktion mit Schwefelkohlenstoff hergestellten Lycopin- 
praiparats verglichen. Beide stimmten vollkommen miteinander iiberein. 
Zur Sicherheit stellte man anschlieBend noch ein Mischchromatcgramm 
aus dem aus Pfirsichen isolierten Farbstoff und dem Lycopinpraparat 
aus Tomaten her, das ebenfalls einheitlich war. Von einer Calcium- 
carbonatsaule wurde der Farbstoff weder aus Benzin- noch aus Schwefel- 
kohlenstofflésung festgehalten. Diese Tatsachen beweisen, daB es sich 
bei diesem Bestandteil des Pfirsichfarbstoffs um Lycopin handelt. 

Die dritte Zone des ersten Chromatogramms wurde nach der Elution 
mit Petrolaither-Methanol-Gemisch ein zweites Mal auf Aluminiumoxyd 
chromatographiert. Das Chromategramm erwies sich als einheitlich 
und zeigte das gleiche Bild wie dasjenige eines Carotinpraparats. Auf 
Calciumearbonat blieb der Farbstoff aus Petrolather nicht hangen, 
sondern wanderte durch die Saule. Dieses Verhalten und seine Léslich- 
keit in Petrolither, auch nach dem Verseifen mit Natriumathylat, be- 
weisen, das der Farbstoff ein Carotinoid ohne Hydroxylgruppe sein 
mu, und zwar kann es nur Carotin selbst sein. 


h) Untersuchung der Methanolschicht. 

Die 90 °,ige Methanollésung, die das nicht veresterte Xanthophyll 
und ahnliche Verbindungen sowie Polyencarbensduren enthalten 
konnte, wurde mit Kalilauge schwach alkalisch gemacht, bis zu einem 
Wassergehalt von 50°, verdiinnt und dann mit Petrolither aus- 
geschiittelt, wobei nur eine verhaltnismaBig geringe Menge von Farb- 
stoffen in die Petrolaitherschicht ging. Diese wurde durch wiederholtes 
Waschen mit Wasser vom Alkohol befreit, getrocknet und auf Aluminium- 
oxyd chromatographiert. Am oberen Rande der Saule bildete sich ein 
einheitlicher orangegelber Ring. Bei Verwendung von Calciumcarbonat 
entstand ein unscharfes Chromatogramm, das sich leicht durch die 
Saule waschen lief. 

Die spektralanalytische Untersuchung ergab folgende Werte: 
Gefunden: 1. Absorp. max. 478 + 2; 2. Absorp. max. 440; 
Lutein!: 1. Absorp. max. 477,5; 2. Absorp. max, 447,5. 

Der aus der Methanolphase mit Petrolaither ausschiittelbare Farb- 
stoff ist demnach Lutein, und zwar jener Teil, der in der Pfirsichfrucht 
nicht verestert vorhanden ist. 


' R. Kuhn u. H. Brockmann, Zeitschr. f. physiol. Chem, 206, 43, 1932. 
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Zusammenfassend laBt sich also sagen, da das Fruchtfleisch der 
,. Aprikosenpfirsiche** Luteinester, freies Lutein, Lycopin und Carotin 
enthalt. 


c) Quantitative Bestimmung der Carotinoide. 


Zur quantitativen Bestimmung des Gehalts der gelben Pfirsiche 
an den verschiedenen Carotinoiden wurden 3 kg der gleichen Handels- 
ware zerkleinert, mit Alkohol, wie oben beschrieben, entwassert und 
iiber Natriumhydroxyd im Vakuumexsikkator getrocknet. Die Aus- 
beute an Trockensubstanz betrug 35g, die mit 200 ccm Petrolather 
und 100 cem Methanol vier Wochen unter Stickstoffatmosphare bei 
Zimmertemperatur extrahiert wurden. Da allein die Gesamtmenge 
des Xanthophylls interessierte, verdiinnte man die Alkoholschicht 
sofort mit Wasser auf 50°, und trieb so auch das unveresterte Lutein 
in den Petrolither. Diesem wurde zur Verseifung der Ester Natrium- 
ithvlat zugesetzt und dieses nach Einwirkung durch Auswaschen mit 
Wasser entfernt. Nach dem Trocknen mit frisch gegliihtem Natrium- 
sulfat chromatographierte man die Lésung auf Aluminiumoxyd und 
entwickelte das Chromatogramm mit Benzin-Benzol (5:1). In der 
gelben Zone war nun das gesamte Lutein enthalten. Die Menge der 
Farbstoffe in den einzelnen Zonen wurde nach der Elution im Duboseq- 
Kolorimeter mit einer Azobenzollésung verglichen. 

Entsprechend den Angaben von R. Kuhn und H. Brockmann! wurde 
zur Bestimmung des Lycopins eine Standardlésung verwandt, die 145 mg 
Azobenzol in 100 cem 96°,igem Alkohol enthielt, da Lycopin viel zu rot- 
stichig ist, um mit der fiir die tibrigen Carotinoide benutzten Lésung (14,5 mg 
Azobenzol in 100 cem 96°,igem Alkohol) verglichen zu werden. Es wurden 
auf diese Weise gefunden: 0,31 mg Carotin, 0,156 mg Lycopin und 1,14 mg 
Xanthophyll. 

Daraus errechnet sich das Verhaltnis von Carotin zu Lycopin 
zu 2:1 und dasjenige von Carotin zu Lutein zu 1: 4. 

Fiir die Ausfiihrung der Absorptionsmessungen sind wir Fri. Dr. 
Priickner za besonderem Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung. 


Das Fruchtfleisch der gelben Pfirsiche (sogenannte Aprikosen- 
pfirsiche) enthalt Carotinoide, und zwar konnten Lutein, Carotin und 
Lycopin nachgewiesen werden. Dieser Befund steht im Einklang mit 
den Angaben von H. Brockmann, der die Anwesenheit von Lycopin 
in Aprikosen feststellte. Im Gegensatz zu dieser Frucht enthalten aber 
die gelben Pfirsiche bedeutend weniger Carotinoide, doch ist auch hier 
mehr Carotin als Lypocin vorhanden. Die Mengen an Carotin, Lycopin 
und Lutein verhalten sich zueinander wie 2: 1:8. 


1 R. Kuhn u. H. Brockmann, |. e. 











Untersuchungen tiber den Oxydationsschutz 
bei der Vitamin C-Bestimmung. 
Von 
Alice Okrent und Kurt Wachholder. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Eingegangen am 20. Mai 1940.) 


In verschiedenen Arbeiten von Wachholder und Mitarbeitern (1) 
einerseits sowie in solchen von Fujita und Mitarbeitern (2) andererseits 
ist gezeigt worden, dal einer der wesentlichsten Punkte bei der Be- 
stimmung des Vitamin C-Gehalts von rohem pflanzlichem und tierischem 
Material der Schutz gegen Oxydationsverluste bei der Aufarbeitung ist. 
Dasselbe gilt auch fiir die Aufbewahrung von Urin und ven reinen, zur 
Titerherstellung usw. benutzten Ascorbinsdurelésungen. In den Unter- 
suchungen des Rostocker Physiologischen Instituts wird als Schutz- 
mittel Glutathion (Hoffmann-La Roche) benutzt, und zwar bei Ascorbin- 
siurelésungen allein, sonst stets als 100 mg®,iger Zusatz zu Sulfosalicyl- 
siure, wahrend von Fujita und Mitarbeitern Metaphosphorsdure ohne 
weiteren Zusatz angewandt wird. Die Tatsache, daB letztere von einigen 
deutschen Autoren [Hinsberg (3) sowie Widenbauer und Salm (4)]| als an- 
geblich vollwertiges Schutzmittel iibernommen worden ist, sowie, da in 
einigen neueren zusammenfassenden Darstellungen unter Berufung auf 
Untersuchungen von Fujita und Ebihara (5) die Verwendung von Glu- 
tathion als Schutzmittel als nicht ausreichend abgelehnt wird, war 
die Veranlassung zu einer kritischen Nachpriifung der beiden Verfahren. 

Als Methode der Vitamin C-Bestimmung wurde die Titration mit 
Methylenblau nach Martini und Bonsignore (6) benutzt. Bei dieser Methode 
ist man aber an einen bestimmten pu-Bereich gebunden und hier ergaben 
sich bei Anwendung niedriger Konzentrationen von Metaphosphorsaure 
Schwierigkeiten, das fiir die Methylenblautitration optimale, maéBig saure 
Milieu zu erhalten. Bei Anwendung der von Fujita und Iwatake sowie 
darauf gestiitzt von Widenbauer und Salm empfohlenen 2° igen Meta- 
phosphorséiure muB, um das Gemiseh nicht zu alkalisch werden zu lassen, 
der Citratzusatz nach Martini und Bonsignore so stark reduziert werden, 
daB dann das Titrieren nach der Methylenblaumethode unméglich wird. 
Bei Anwendung von 5°,iger Metaphosphorsiwe (Fujita und Ebihara) 
wird die Titration méglich, indem man statt 2cem nur 1,2 cem des Citrat- 
puffers zusetzt, wobei dann nur der Titer niedriger ist als bei Verwendung 
von Sulfosalicylséure. Erst bei 7°,iger Metaphosphorsiure kann man die 
Titration ganz mit den von Martini und Bonsignore vorgeschriebenen Zu- 
sitzen durchfiithren, wobei fast derselbe Methylenblautiter resultiert wie 
bei Verwendung der von uns benutzten 4,4°,igen Sulfosalicylsiure. Wir 


haben uns auf die Priifung von 5 und 7° ,iger Metaphosphorsaure be- 











Uber den Oxydationsschutz bei der Vitamin C-Bestimmung. 
schrankt, weil die 2°, ige Metaphosphorsaiure eine noch geringere Schutz- 
wirkung entfalten diirfte als die schon nicht geniigende 5 
schon bei 5 bis 7° ,iger Metaphosphorsiure andere Stérungen auftreten, 
welche die Verwendung noch héherer Konzentrationen, wie der von Hins- 
berg benutzten 8 bis 12,5°.igen, nicht ratsam erscheinen lassen. 


oO 


-lge und weil 


AuBerdem wurde noch versucht, ob sich das Glutathion nicht durch 
das sehr viel billigere Cystein ersetzen lieBe. Dieses hat zwar ein noch 
etwas negativeres Potential als das Glutathion, aber nach Martini und 
Bonsignore soll Cystein bei einem px von 7,6 10 Minuten und bei einem 
solchen von 6,5 bereits 70 Minuten brauchen, um Methylenblau zu ent- 
farben. Da bei der in unserem Institut ausgearbeiteten Modifikation 
des Verfahrens bei einem px von etwa 4,5 titriert wird, schien eine 
Stérung durch den Zusatz von Cystein nicht zu befiirchten zu sein. 
Dieses bewahrheitete sich in der Tat, sofern Sulfosalicylsaure als Ent- 
eiweiBungsmittel genommen wurde, wie aus der obersten Reihe der 
Tabelle I hervorgeht. 


Tabelle I. Haltbarkeit einer wasserigen Lésung aus reinem 





synthetischem Vitamin C, Angaben in mg®,. 
a ee + 100 mg®/o + 100 mg® 
Ohne Schutz Glutathion Cystein 
Sia RSS EMI IG, Uy Saal ee 11,0 11,0 11,0 
Macn-5 Standen: s.....2%556.c.: 7.8 11,0 11,0 
i. oe I inate ah iat Bt Dae *- 0 11,0 11,0 


Tabelle I zeigt weiterhin, daB ebenso wie eine mit 100 mg®,, Gluta- 
thion auch eine mit 100 mg®, Cystein geschiitzte Lésung von reinem 
synthetischen Vitamin C (Redoxon Hoffmann-La Roche) in bidestilliertem 
Wasser, wie sie zur Titerstellung benétigt wird, nach 24 Stunden noch 
vollstandig erhalten war, wahrend die gleiche Lésung ungeschiitzt 
nach 5 Stunden nur noch etwa 70 °,, der urspriinglichen Vitamin C-Menge 
enthielt und nach 24 Stunden restlos oxydiert war. 

Tabelle II zeigt dann, wie lange sich eine Vitamin C-Lésung halt, 
wenn, wie bei der richtigen Extraktion aus Geweben, Harn usw., | Teil 
mit 9 Teilen Saure versetzt worden ist. Wie man sieht, haben Fujita 
und Ebihara recht, daB unter diesen Umstinden durch Glutathion 
kein vollkommener Schutz erzielt wird. Aber wenn man sich an die 
in den letzten Arbeiten aus unserem Institut immer vorgeschriebenen 
Versuchsbedingungen halt, namlich 4,4°,ige Sulfosalicylsaure nimmt, 
der 100 mg®,, Glutathion zugesetzt sind, dann wird eine reversible Oxy- 
dation erst nach 3 Stunden nachweisbar und eine irreversible nach 
5 Stunden noch nicht. Wenn Fujita und Ebihara einen viel schlechteren 
Schutz fanden, so erklart sich dies, wie aus Tabelle Il ersichtlich, zwang- 
los daraus, daB sie mit 4 bis 40 mg®,, nicht die von uns vorgeschriebenen 
Glutathionkonzentrationen verwendet haben. Aber selbst dann ist 
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bis zu 5 Stunden der Schutz immer noch besser als mit 5°, iger Meta- 
phosphorsaure. Lediglich fiir die 7°,ige Metaphosphorsdure muB zu- 


gegeben werden, da sie einen besseren Oxydationsschutz bietet, als 
Sulfosalicylsiure mit 100 mg®, Glutathion oder mit einem dem 
letzteren, wie man sieht, gieichwertigen Zusatz von i100 mg®,, Cystein. 
Zwar wird auch bei der 7°,igen Metaphosphorsaure zur gleichen Zeit, 
also nach 3 Stunden, das Einsetzen einer reversiblen Oxydation be- 
merkbar, aber doch in wesentlich langsamerem Mae. Vor allem schiitzt 
diese selbst nach 24 Stunden noch vor irreversibler Oxydation; da- 
zu ist der Zusatz von Glutathion oder Cystein nicht mehr in der 
Lage, vermutlich, weil diese Stoffe dann schon selbst oxydiert worden 
sind. 

Entsprechende Versuche wurden dann noch mit oxydasehaltigem 
Material angestellt. Tabelle II] bringt die Ergebnisse von einem Urin, 
in welchem die Ascorbinsdure ganz besonders schnell zerst6rt wurde. 
Hier hielt sich nun das Vitamin C in den Sulfosalicylsaureansatzen 
auch bei 100 mg °®,igem Glutathion- bzw. Cysteinzusatz nicht einmal 
1 Stunde lang und die Abnahme ist auch nicht unbetrachtlich. Das ist 
aber, wie gesagt, ein Fall besonders rascher Oxydation, meistens fanden 
wir diese im Urin sehr viel langsamer vor sich gehen. Lmmerhin miissen 
wir Fujita und Ebihara beipflichten, daB man bei diesen Ansatzen 
prinzipiell méglichst rasch titrieren muB. Das ist aber, wie man sieht, 
bei der Metaphosphorséure genau so der Fall, und zwar auch bei der 
7°,igen, welche sich also nicht mehr als iiberlegen erweist, wahrend 
die 5 °,ige sich sogar unbrauchbar zeigt, da schon unmittelbar nach dem 
Ansatz ein Teil irreversibel oxydiert ist. 

In Tabelle IV sind die Ergebnisse einiger entsprechender Versuchs- 
reihen an pflanzlichen und tierischen oxyvdasehaltigen Geweben zu- 
sammengestellt. Die Aufarbeitung (Entnahme, Abwiegen, Verreiben, 
Auffiillen mit Saure, Schiitteln, Zentrifugieren, Filtrieren) dauert in 
solchen Fallen knapp |, Stunde, beim Muskel etwa 40 Minuten. Nach 
den beim Urin gemachten Erfahrungen ist nicht auszuschliefien, dab 
bis dahin schon die Oxydation des Vitamins in den Extrakten einsetzt. 
Sie kann jedoch nur gering sein, denn wie aus Tabelle IV zu ersehen, 
ist in den sulfosalicvlsauren Extrakten bei der Kartoffel trotz starker 
Oxydasen in einer weiteren | , Stunde erst 0,1 mg®,, bei der Kaninchen- 
leber 0,4 mg reversibel, beim Kaninchenmuskel 0,1 mg°®, irreversibel 
oxydiert worden. Aus alledem ergibt sich, daf man bei Versetzen mit 
der neunfachen Menge von 4,4°,iger Sulfosalicylsaure, der 100 mg, 
Glutathion oder Cystein zugesetzt sind, praktisch ins Gewicht fallende 
Verluste durch Oxydation des Vitamins nicht zu befiirchten hat, wenn 
die Aufarbeitung bis zur Titration nicht langer als 1 Stunde dauert. 
Auch wenn bis zur Titration 2 Stunden vergehen, was bei gleichzeitiger 
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Uber den Oxydationsschutz bei der Vitamin C-Bestimmung. 1] 


Aufarbeitung mehrerer Organe eines Tieres nicht immer zu vermeiden 
ist, tiberschreiten die Verluste im allgemeinen nicht 10°). 

Wie Tabelle LV weiterhin zeigt, ist ebenso wie beim Urin auch bei 
der Extraktion pflanzlicher oder tierischer Gewebe mit 7°, iger Meta- 
phosphorsaure kein besserer oder gar langerdauernder Oxydationsschutz 
zu erreichen. Fiir den Gehalt an Ascorbinséure allein trifft dies un- 
eingeschrankt zu. Fiir den Gesamtgehalt (Ascorbinsaure-Dehydro- 
ascorbinsaure) ist diese Tatsache nur bei der Leber ohne weiteres er- 
sichtlich, wahrend bei der Kartoffel und beim Muskel zunachst nur ein 
verdichtiges Ansteigen der nach Behandlung mit H.S gefundenen 
Werte auffallt, worauf weiter unten bei der Frage der Spezifitat der 
Vitamin C-Bestimmung in metaphosphorsauren Extrakten noch naher 
eingegangen werden soll. 

Nun kann man zwar tierische Gewebe und pflanzliche Nahrungsmittel 
so rasch aufarbeiten, daB eine Zerstérung des Vitamins in den Extrakten 
noch nicht oder erst in praktisch bedeutungslosem Ausmafe eingetreten ist. 
Urin muB jedoch vielfach (Nachtportionen, Sammelurin eines ganzen Tages) 
10 bis 24 Stunden aufbewahrt werden, ehe er untersucht werden kann. 
Hier hatte sich der Zusatz von 5 ccm 22°. iger Sulfosalicylsaure und 15 mg 
Glutathion zu 10 cem Urin bewahrt [Wachholder und Hamel (7)]. Tabelle V 
orientiert nun iiber den unter diesen Bedingungen bzw. bei entsprechend 
hohem Zusatz von Cystein zu erreichenden Schutz im Vergleich zu dem- 
jenigen bei Aufbewahrung von 2 Teilen Urin mit 1 Teil 35° iger Meta- 
phosphorsaéure. Zur Titration wurden dann je 2 ccm der Gemische mit 3 cem 
H,O und licem 4,4°,iger Sulfosalicylsiure bzw. 7°,iger Metaphosphor- 
saure versetzt, so daB® die Endkonzentrationen der Sauren 4,4°, bzw. 7 
blieben. 


Das Ergebnis war, daB der Zusatz von 22 °,iger Sulfosalicylsaure 
mit Glutathion oder Cystein auf die Dauer von 10 Stunden nur dann 
vollkommenen Schutz bot, wenn die Versuchsperson vorher nicht mit 
Ascorbinsiure belastet worden und der Gehalt dementsprechend gering 
war. Tabelle V zeigt dies'an Harn a, welcher von einer Versuchsperson 
stammt, deren Harn sich stets als tiberdurchschnittlich oxydasen- 
haltig erwies und darum schwerer gegen Verluste zu schiitzen war. 
Bei dem nach iibermaBiger Zufuhr gewonnenen Harn b dieser Person 
ist dementsprechend auch eine nicht unerhebliche Oxydation eingetreten, 
jedoch vorzugsweise in reversibler Form. Bei dem von einer Person 
mit durchschnittlichem Oxydasengehalt stammenden Urin c ist lediglich 
eine ganz geringe reversible Oxydation zu verzeichnen. Man _ begeht 
demnach keinen grofen Fehler, wenn man Nachtportionen bis zu 
10 Stunden so aufbewahrt und dann auch die reversibel oxydierte Form 
beriicksichtigt. Nach 24 Stunden kénnen aber erhebliche Verluste ein- 
getreten sein, so daB das von manchen Autoren geiibte Verfahren, 
nur immer den Sammelurin eines ganzen Tages zu untersuchen, ab- 


) 


gelehnt werden muB. Die Aufbewahrung unter Zusatz von 35 °,iger 
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Metaphosphorsaure im Verhaltnis 1:2 erweist sich nach 10 Stunden 
als nicht vorteilhafter. Nach H.S-Behandlung zeigt sich teilweise 
das schon nach Tabelle IV festgestellte verdachtige Ansteigen der Werte, 
nach 24 Stunden auch schon ohne eine solche. 

Wenn sich aus dem Vorhergehenden auch ergibt, dal bei Ver- 
wendung von 4,4°,iger Sulfosalicylsaure und geniigend hohen Zusatzen 
von Glutathion oder Cystein die Verluste durch Oxydation des Vitamins 
entgegen der Ansicht von Fujita und Ebihara im allgemeinen doch in 
so engen Grenzen gehalten werden kénnen, daB eine praktisch aus- 
reichende Genauigkeit der Bestimmung garantiert ist, so muB natiirlich 
trotzdem weiterhin versucht werden, einen noch besseren, woméglich 
absoluten Schutz zu erreichen. Nach obigem war daran zu denken, 
da bei Kombination von Metaphosphorsdure mit Glutathion coder 
Cystein ein erheblicher Schritt in dieser Richtung méglich sei. Voraus- 
setzung dafiir war, da das Glutathion bzw. Cystein das Methylenblau 
in 5% iger und vor allem in 7 %iger metaphosphorsaurer Lésung nicht 
zu reduzieren imstande war. Wir haben dieses tiberpriift und zugleich 
damit nochmals nachkontrolliert, wieweit eine derartige St6rung in 
4.4° iger Sulfosalicylsaure zu befiirchten war. 

Tabelle I sowie Tabelle VI zeigen jedoch, daB bei nicht mit H,S 
vorbehandelten Proben in sulfosalicylsaurer Lésung keine Reduktion 
des Methylenblaus durch diese Stoffe eintritt. Der fiir reduzierte 
Ascorbinséure gefundene Wert wird durch den Zusatz von 100 mg%, 
Glutathion nicht beeinfluBt, auch, wie sich aus der untersten 
Reihe der Tabelle VI ergibt, nicht dadurch, daB unter dem Ein- 
fluB von Glutathion ein Teil des reversibel oxydierten Vitamins 


Tabelle VI. In einer 5,4mg°,igen Lésung von synthetischem 

Vitamin C mit 4,4° ,iger Sulfosalicylsaure bzw. 5 und 7° iger 

Metaphosphorsaure ohne und mit Zusatz von Glutathion und 
Cystein gefundene Werte. 





Ansatz mit 
4,4) 7 %Jo 5/5 
Zusatz Sulfosalicylsiiure | Metaphosphorsiure Metaphosphorsiure 


t 

Vitamin- 

C-Lésung 
vor Hy S- nachH,S- vor H, 8- nachH»yS- vorHy, S- nachH, 8- 
Behand- Behand- Behand- Behand- Behand- Behand- 


lung lung lung lung lung lung 
Keiner 5,35 5.4 5,47 547 5,43 5.43 
oe | 100 mg® GSH 5,4 5,4 5,56 5,56 5,43 6,41 
Frisch bis 6,5 bis 7,17. bis 4,5 
| 100mg%Cystein) 5,4 5,4 5,47 11,5 5,43 5,66 
bis 7,36 bis 6,08 
3 Std. Keiner 4,7 5,4 
ge- - 
© 100 mg®, GS 4, 54 
standen | Ryo = ; 
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Uber den Oxydationsschutz bei der Vitamin C-Bestimmung. 13 


wieder reduziert wird. Hingegen trat nach H.oS-Anwendung zur 
Miterfassung der Dehydro-Ascorbinsiure gelegentlich ein gewisses 
Ziehen der Werte wahrend der Titration auf, wovon Tabelle VI ein 
Beispiel bringt. Bei der Titration einer reinen 100 mg ° igen Glutathion- 
lésung in 4,4°,iger Sulfosalicylsiure wurde innerhalb der fiir Ascorbin- 
siurebestimmungen in Frage kommenden Zeit keine Reduktion des 
Methylenblaus beobachtet, ebenso nicht bei Titration von 100 mg°®,, 
Cystein vor Behandlung der Probe mit H. 8; hingegen wurden im letzteren 
Falle nach H,S-Behandlung mehrmals Reduktionswerte gefunden, die 
einem Gehalt von 1 mg®, Ascorbinséure entsprachen. Die Gefahr 
einer Verfalschung der Werte durch einen Zusatz von 100 mg°®,, ist 
demnach beim Cystein zweifellos gréBer als beim Glutathion. Trotzdem 
wurden bei Aufarbeitung von tierischem oder pflanzlichem Material! 
mit Cysteinschutz keine héheren Werte gefunden als mit Glutathion- 
schutz, sondern innerhalb der Fehlergrenzen die gleichen (Tabelle VIL. 


Tabelle VII. In pflanzlichem und tierischem Material bei Aut 
arbeitung in 4,4°,iger Sulfosalicvlsaure und Oxydationssehutz 
durch Zusatz von Glutathion oder Cystein gefundener Gehalt 


an Vitamin C in mg‘ 





Zusatz von 100mg? 
Material Glutathion Cystein 

vor H, S- nach H,S- * vor H,S- nach Hy, S- 

Jehandlung Behandlung Behandlung sehandlung 
mertotel.. 26... as 25,0 26,4 24,6 26.2 
Blumenkohl ......... 84,8 91.2 84,8 91,2 
Leber (Ratte) ..... 20.8 23,2 21,0 23,0 
” 99 3 a 18,2 23.0 15,8 22.8 
Niere : ee 8,96 12.8 8.64 12.8 
Darm ss ete arklies 38,4 13,8 39,9 48.0 
»,  (Kaninchen) .. 18,8 21,0 19,0 21,0 
Muskel Ss $s 1.0 1,5 1.0 1.5 
Milch (Kuh) ..... ( 2,3 2.9 23 2,9 


Eine Ausnahme machte der Darm, wo in einem Falle der ,,Cvstein- 
wert’ nach H,S-Behandlung wesentlich héher lag: das laBt sich aber 
wohl aus der Verwendung eines nicht gleichmabig aufgeteilten Darm- 
abschnittes erkliren, in dem der eine Teil mehr Vitamin C enthielt 
als der andere. Man scheint also den teuren Glutathionschutz durch den 
wesentlich billigeren Cysteinschutz vollwertig ersetzen zu kOnnen. 
Das gilt insbesondere auch fiir alle Bestimmungen im menschlichen 
Urin, also fiir die ernihrungsphysiologisch und klinisch gleicherweise 
interessierenden Feststellungen des Versorgungszustandes mit dem 
Vitamin. 
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Was schlieBlich die Frage angeht, ob Glutathion bzw. Cystein das 
Methylenblau in metaphosphorsaurer Lésung ebensowenig zu reduzieren 
vermag wie in 4,4 °,iger sulfosalicylsaurer Lésung, so zeigte sich leider, 
dal dieses weder fiir 5, noch fiir 7°,ige Metaphosphorsaurelésung 
zutrifft, und zwar ganz besonders nicht nach der Einwirkung von H.S. 
Bei der Titration einer reinen 100 mg °,igen Glutathionlésung wurde 
vor Anwendung von H,S ein Reduktionsvermégen gefunden, welches 


in 7° ,iger Metaphosphorsaure etwa 0,15 bis 0,2 mg®, Ascorbinsaéure 
und in 5°%,iger einem solchen von 0,08 mg®, Ascorbinséure entsprach : 
nach H.S-Einwirkung fanden wir ein solches von 0,6 bis 1,6 mg°®,. 
Cystein erwies sich entsprechend seinem etwas negativeren Potential 
als ein weit kraftigeres Reduktionsmittel fiir Methylenblau. So re- 
duzierten 100 mg®%, Cystem in den metaphosphorsauren Lésungen 


mindestens so stark wie 0,5 mg°®,, Ascorbinséure, in 7° iger Meta- 


phosphorsdure bis zu 2mg®,, ja nach H,S-Behandlung in 7 °,iger 


Metaphosphorsaure sogar teilweise wie 10 bis 16 mg®, Ascorbinsaure. 
In beiden Fallen konnten aber keine konstanten Werte erhalten werden. 
vor allem nicht nach H.S-Behandlung. Im allgemeinen war das Re- 
duktionsvermégen in 7°,iger Metaphosphorséure wesentlich starker 


als in 5 %iger. 

Damit war aber nun nicht nur der Gedanke hinfallig geworden, 
als Oxydationsschutz bei der Aufarbeitung zur Extraktion Meta- 
phesphorsdure mit Zusaétzen von Glutathion oder Cystein kombiniert 
zu verwenden (Tabelle VI zeigt die Unméglichkeit eines solchen Vor- 
gehens). Gleichzeitig hatte sich vielmehr auch herausgestellt, da’ 
schon die reine Metaphosphorséure ein fiir die Bestimmung des 
Vitamin C-Gehalts pflanzlicher und tierischer Gewebe ungeeignetes Ent- 
eiweiBungsmittel ist, da diese Gewebe vielfach erhebliche Mengen von 
Glutathion und z. T. auch von Cystein bzw. Cystin enthalten. In der 
Tat fanden wir bei Verwendung von 7 °,iger Metaphosphorsaéure nicht 
nur in allen daraufhin untersuchten tierischen Organen héhere Werte 
als bei Verwendung von 4,4°,iger Sulfosalicylsiure, sondern auch in 
manchen pflanzlichen Nahrungsmitteln, wie Kartoffeln und Wrucken 
(siehe Tabelle IV). Damit diirfte sich das weiter oben schon hervor- 
gehobene merkwiirdige Ansteigen der nach H,S-Behandlung erhaltenen 
Reduktionswerte beim Stehenlassen der Extrakte durch eine Abspaltung 
von Cystein bzw. Cystin erkliren. Bei Verwendung von 5 °,iger Meta- 
phosphorsdure wurden meist Werte gefunden, die sich von den mit 
44° iger Sulfosalicy!siure erhaltenen wenig unterschieden. Dies war 
iger Meta- 


zu erwarten, da wie gesagt Glutathion und Cystein in 5° ig 
phosphorsiure meist Methylenblau weniger stark reduzieren als in 
7° iger und da bei der niedrigeren Konzentration die Oxydation des 


Vitamins schneller einsetzt als bei der héheren. Auch die Verwendung 
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5° iger Metaphosphorsaure muS aber abgelehnt werden, da man nicht 
weib, ob und wie im betreftenden Falle die beiden genannten entgegen- 
gesetzten Fehler sich gerade kompensieren. 


Zusammenfassung. 


Die von Fujita und Mitarbeitern zur Eiweibfallung und Extraktion 
von Vitamin C empfohlene Metaphosphorsaure schiitzt gegen Verluste 
durch Oxydation des Vitamins nur in einer Konzentration von min- 
destens 7°, gentigend. Dann wirken aber beim Methylenblauverfahren 
von Martini und Bonsignore auch Gluthation und Cystein nicht un- 
betrachtlich reduzierend. Letzterer Fehler fallt bei Verwendung 4,4 °iger 
Sulfosalicylsiure praktisch voéllig fort. Es wird die Angabe von Wach- 
holder und Mitarbeitern bestatigt, daB durch 4,4°,ige Sulfosalicylsaure 


mit einem Zusatz von 100 mg®, Glutathion ein ausreichender Schutz 


oO 
gegen Oxydation des Vitamins zu erzielen ist. Statt des Glutathions 
kann besonders auch bei Aufbewahrung und Untersuchung von 
Harnen das billigere Cystein verwendet werden. 


Literatur. 
1) Wachholder u. Podesta, Pfliigers Arch. 238, 615, 1937; Wachholder, 


diese Zeitschr. 295, 237, 1938. — 2) Fujita u. Iwatake, ebenda 277, 293, 
1935; Fujita u. Ebihara, ebenda 300, 136, 1988. 3) Hinsberg, ebenda 290, 


125, 1937. 4) Widenbauer u. Salm, Klin. Wochenschr. 1938, II], 8S. 1407. 


5) Fujita u. Ebihara, diese Zeitschr. 290, 172, 1937. 6) Martini u. Bon- 
signore, ebenda 273, 170, 1934. 7) Wachholder u. Hamel, Klin. Wochenschr. 


1937, I, S. 10. 











Der Vitamin C-Gehalt der Friichte und Bliitter 
von Juglans regia und Juglans nigra. 
Von 
K. Hennig und P. Ohske. 


(Aus dem Institut fiir Biochemie und Weinchemie der Versuchs- und 


Forschungsanstalt fiir Wein- und Gartenbau in Geisenheim am Rhein. 


(Eingegangen am 4, Juni 1940.) 


Von S. M. Natadse (1) wurde 1937 im Tierversuch die antiskor 
butische Wirksamkeit von griinen Walniissen festgestellt. Die Unter- 
suchungen an Meerschweinchen ergaben, daB 100g der griinen Walniisse 
(Juglans regia) nicht weniger als L000 biologische Vitamin C-Einheiten 
enthalten. Von allen bisher untersuchten Pflanzen und Friichten ist 
nach diesen Angaben die griine Walnuf der beste Vitamin C-Trager. 

Unabhangig von dieser Arbeit wurde von uns bei der Untersuchung 
verschiedener Friichte auf ihren Vitamin C-Gehalt schon friiher fest- 
gestellt, daB die junge SteinnuB (Juglans nigra) bis 1200 (1260) me 
Vitamin C in 100 g Schalen enthalten kann. Dieses Ergebnis veranlabte 
uns, den Vitamin C-Gehalt der Walnu8 (Juglans regia) und Steinnul} 
(Juglans nigra) in verschiedenen Reifestadien zu untersuchen. Ferner 
wurden frische Blatter von Juglans regia und Juglans nigra wahrend 
einer Reifeperiode in verschiedenen Zeitabstanden untersucht. Im 
Rahmen dieser Arbeit wurde weiter der Vitamin C-Gehalt getrockneter 
Blatter bestimmt und versucht, durch Zusatz von NuBschalen den 
Vitamin C-Gehalt von Pflaumenmus und -marmelade zu erhéhen. Das 
Material fiir diese Untersuchungen wurde uns von der Forschungsstelle 
fiir WalnuBveredlung und -ziichtung, Leiter Dr. 2. Schneiders, unsere 
Anstalt, die ein groBes Sortiment von Juglans regia und Juglans nigra 
besitzt, zur Verfiigung gestellt. 

Fiir die beabsichtigten Untersuchungen kamen, da Tierversuche 
wegen der raschen Aufarbeitung des Materials ausscheiden muBten, 
nur chemische Bestimmungsmethoden des Vitamin C-Gehalts in Frage. 
Zur Kontrolle wurden neben der Methode von MM. Oft (2) stets mehrere 
Parallelbestimmungen nach den Angaben von W. Dewjatnin und 
W. Doroschenko (3) und nach der von R. Strohecker und R. Vaubel (4) 
abgeanderten Tillmansschen Methode vorgenommen. Die Oftsche 
Methode wurde gewahlt, weil sie neben der Bestimmung des Vitamin C 
(Ascorbinsaure) auch eine einfache Bestimmung des reversibel oxy- 
dierten Vitamin C (Dehydro-Ascorbinséure) gestattet. Die Dehydro- 
Ascorbinsaure besitzt, wie bekannt, noch Vitamin C-Wirksamkeit, 


da sie im Kérper wieder zu Ascorbinséure reduziert wird. 
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Der Vitamin C-Gehalt wurde titrimetrisch mit einer annaéhernd n/ 1000 
2,6-Dichlorphenolindophenollésung (250mg _ Dichlorphenolindophenol in 
| Liter Wasser) unter Zuhilfenahme eines Spezialkomparators, der auch in 
gefarbten und triiben Pflanzenextrakten eine genaue Erkennung des Um- 
schlagspunktes gestattet, bestimmt. (Hellige-Vitaminometer 3161 nach 
Dr. M. Ott.) Der Wirkungswert der Dichlorphenolindophenollésung wurde 
gegen eine n/10000-Cebion|lésung eingestellt. Man bereitet zu diesem Zwecke 
durch Auflésen von 880 mg Cebion in 100 cem 2°, iger Metaphosphorsaure- 
losung eine n/10-Cebionlésung, deren Vitamin C-Gehalt durch Titration 
mit n/10-Jodlésung kontrolliert wird. Dann verdiinnt man eine bestimmte 
Menge der Cebionlésung auf das 1000fache und titriert 20 cem dieser Lésung 
mit der Dichlorphenolindophenollésung im Vitaminometer wie unten an- 
gegeben. 

Zur Bereitung des Pflanzenextraktes werden von dem auf einem 
Reibeisen aus rostfreiem Stah! zerkleinerten Material der Walniisse 
die Blatter werden mit einem rostfreien Messer fein geschnitten, die 
Kerne kénnen ganz bleiben — 2,5 g abgewogen und in einer Reibschale 
unter Zugabe von eisenfreiem Quarzsand mit 5 cem heiBer (etwa 80°) 
2°. iger Metaphosphorséurelésung fein zerrieben. (In metaphosphor- 
saurer Lésung ist die Ascorbinséiure ziemlich bestandig.) Der Brei 
wird zentrifugiert und die klare Fliissigkeit in einen 200 ccm MeBkolben 
gegossen. Der Riickstand wird noch zweimal mit je 50 ccm Meta- 


phosphorsaurelésung gut aufgeriihrt, zentrifugiert und die klare Fliissig- 
keit jeweils wieder in den MeBkolben gebracht. Man fiillt zur Marke auf, 


iiberschichtet mit Normalbenzin und mischt gut durch. 


Zur Bestimmung des Vitamins C (Ascorbinsaéure) werden 2,5 bzw. 5, 


10 oder 20 cem des Extraktes, je nach dem Vitamin C-Gehalt, der in der 
zu titrierenden Menge nicht viel iiber 0,3 mg betragen soll, in die Titrier- 
kiivette des Vitaminometers gebracht und auf 20cem mit 2°,iger Meta- 
phosphorsaure aufgefiillt. In die Vergleichskiivette kommt zur Kompensation 
der Eigenfarbung die gleiche auf 20 ccm erganzte Menge Extrakt. Dann 
wird mit der n/1000-Dichlorphenolindophenollésung titriert und die Fliissig- 
keit wahrend der Titration mit dem am Komparator angebrachten Klein- 
riihrer gut durchgemischt. Den Umschlag erkennt man daran, daB die 
Fliissigkeit in der Titrierkiivette etwas starker rosa bzw. dunkler gefarbt 
erscheint, als die Stufe 1 der Farbscheibe, die vor der Vergleichskiivette 
liegt. Entspricht 1cem Dichlorphenolindophenollésung amg Vitamin C 
und sind b ecem der Lésung fiir ¢ cem Extrakt verbraucht worden, so sind 
in ecem Extrakt a@-bmg VitaminC vorhanden. Da 2,5g Material zu 
a-b- 200 
200 cem Extrakt verarbeitet wurden, sind in dieser Menge - oder 


in 100g Material 
a-+b- 200-100 a-b-8000 


c-2,5 


mg Vitamin C 


enthalten. 

Das Gesamt-Vitamin C (Ascorbinsiure + Dehydroascorbinsaure) be- 
stimmt man, indem man 100 cem Extrakt mit 20 eem Mercuriacetatlésung 
(125 g Mercuriacetat auf 1 Liter Wasser) und 20 cem Bleiacetat-Natrium- 
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acetatlésung (125 g Bleiacetat und 500 g Natriumacetat auf 1 Liter Wasser) 
versetzt, umschiittelt und nach kurzem Stehen in einen 200 cem-MeBkolben 
filtriert. Man wascht mit 4°,iger Metaphosphorsaurelésung gut nach und 
leitet in die klare Lésung Schwefelwasserstoff bis zur Sattigung ein. Durch 
den Zusatz von Mercuriacetat wird die Ascorbinséiure zu Dehydroascorbin- 
siure oxydiert. Gleichzeitig werden durch diesen Zusatz und die Zugabe 
der Bleiacetat-Natriumacetatlésung stGérende reduzierende Stoffe, sowie 
Farbstoffe ausgefallt. Man laBt iiher Nacht gut verschlossen stehen, fiillt 
mit 4°,iger Metaphosphorséurelésung auf 200 ccm auf, mischt gut durch 
und filtriert vom Sulfidniederschlag ab. Aus dem klaren Filtrat wird der 
Schwefelwasserstoff durch Einleiten von sauerstofffreiem Stickstoff quanti- 
tativ (Bleiacetatpapier) herausgetrieben. Eine bestimmte Menge des 
schwefelwasserstofffreien Filtrats wird wie oben titriert. Das nach der 
obigen Formel ermittelte Resultat wird mit 2 multipliziert, da 100 cem 
Extrakt auf 200 ccm ergainzt wurden. 


Bei der Aufstellung der folgenden Untersuchungsergebnisse wurden 
nur die Mittelwerte von jeweils sechs Bestimmungen angegeben. Wie 
schon erwahnt, wurden die nach der Methode . Ott gefundenen Werte 
mit den obengenannten Methoden verglichen. Bei dem Vergleich der 
einzelnen Untersuchungsmethoden wurde eine gute Ubereinstimmung 
der gefundenen Werte erzielt. Die Zusammenfassung der Untersuchungs- 
ergebnisse zu Mittelwerten wurde gewahlt, um bei dem Abdruck der 
Tabellen Platz zu sparen. Bei den verschiedenen Untersuchungsterminen 
schwankte der Vitamingehalt in den einzelnen Proben innerhalb kleiner 
Grenzen, 

Untersuchungsergebnisse. 


Tabelle I. Vitamin C-Gehalt von Juglans regia (Fruchtu. Blatt). 





Griine Schale Kern Blatt 
Datum Vitamin C Bae col Vitamin C Bc Vitamin C enenae C 
1930 mg?) mg?/o mg/o mg» mg?!» mg?!» 
28. VII. 967 1000 145 234 * 220 367 
9. Vitl. 524 562 56 101 * 203 274 
23. VIII. 502 548 60 108 * 171 233 
14. ER 441 499 31 58 150 220 
28... - 2: 392 474 27 50 145 212 
10. a 241 265 17 48 - 
10. Ais 283 291 ** 
10. +o 150 260 *** 
10. a 123 2147 . - _ 
10. dass 17 44 +t 
vor- 
jahriger 14 40) 
Kern 
* Kern noch nicht erhirtet. — ** Teilweise schwarz. — *** Getrocknet, zum Teil ge- 
schimmelt. — + Scharf getrocknet. — ++ Stark gefault. 


Die Bestimmungen des Vitamin C-Gehalts von Juglans regia und 
Juglans nigra wurden in Abstaénden von etwa 14 Tagen vorgenommen. 
Dabei stellte sich heraus, daB der Vitamin C-Gehalt in den Friichten 
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Tabelle I]. Vitamin C-Gehalt vonJuglansnigra(Fruchtund Blatt). 





Ganze Nub Griine Schale Kern Blatt 
Datum Gesamt- Gesamt- Gesamt Gesamt- 
Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin Vitamin | Vitamin 
Cc 94 Cc Cc C Cc Cc Cc 
1939 mg? /y mg? 9 mg)» mg” |; mg? |; mg?!» mg? /o mg 
13. ‘Vit. 1053 1223 844 1049 1552. «1653 * = 331 392 
9, ViTI. 564 712 511 639 683 765 *|| 353 387 
17. VIII. 502 620 347 352 
14. 2. 326 $90 27 56 231 268 
Oi. dake 382 $16 27 56 241 255 
9, re 258 264 24 56 


* Noch nicht erhiirtete Steinschale mit Samenanlage. 


von Juglans regia und Juglans nigra bei zunehmender Reife stark 
absinkt. Er sinkt am Ende der Reife auf etwa !/; des Anfangswertes. 
Viel geringer ist die Abnahme im Blatt. Hier geht der Vitamingehalt 
bis zum Laubfall auf etwa 2, des Anfangswertes zuriick. Untersucht 
wurde von der Frucht die griine Schale, der Kern und bei Juglans nigra 
auch die ganze Frucht, solange die Steinschale noch nicht erhartet war. 
Am vitaminreichsten war die griine Schale, von der wieder die aiuere 
Schicht und der innere Teil untersucht wurden. Beide Teile zeigten 
den gleichen Vitamingehalt. In den Tabellen ist deshalb der Vitamin- 
vehalt fiir die gesamte griine Schale angegeben. 

Bei Juglans nigra wurden am 13. Juli und am 9. August 1939 
(Tabelle II, Kern) fiir das von der griinen Schale befreite Innere der NuB 
(noch weiche Steinschale mit Samenanlage) Werte gefunden, die be- 
deutend héher lagen, als die Werte der griinen Schale. Die Werte fiir 
den reifen Kern von Juglans nigra lagen etwas hoher als bei Juglans 
regia. 

Der Wert fiir die griine Schale von Juglans regia vom 10. September 
1939 in Tabelle I bezieht sich auf die frische, schon abgeplatzte griine 
Schale der reifen Frucht. 

Das Verhaltnis der Ascorbinséure zur Gesamtascorbinsaure ist 
kein konstantes. Teilweise liegen die Werte ziemlich in einer GréBen- 
ordnung, wahrend sie andererseits stark differieren. So liegen die Werte 
fiir die Ascorbinsdéure beim reifen Kern zum Teil iiber die Halfte niedriger 
als die der Gesamtascorbinséure, wahrend bei der griinen Schale oft 
nur geringe Unterschiede auftreten. 

Um zu sehen, wie sich der Gehalt an Ascorbinsaure beim Trocknen 
der griinen Schale verhalt, wurden Schalen von Juglans regia (Unter- 
suchungen vom 10. Oktober 1939) zum Teil bei maBiger Temperatur, 
zum Teil scharf getrocknet, so daB sie sich zwischen den Fingern fast 
zu Pulver verreiben lieBen. Die gefundenen Mengen an Ascorbinsaure 
entsprachen ungefahr den in der frischen Scha’e gefundenen Mengen, 


D* 
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doch ist hierbei zu beriicksichtigen, daB das Gewicht beim Trocknen 
stark zuriickgeht. Bezogen auf das Gewicht der frischen Schalen nimmt 
also der Vitamin C-Gehalt stark ab. 


Tabelle II]. Vitamin C-Gehalt des reifen Kernes und der Samen- 
schale von Juglans regia, 





Kern mit Samenschale Kern ohne Samenschale _Samenschale 
Datum aah Gesamt- - mer Gesamt- oi haces ‘Gesamt- 
Vitamin © Vitamin C VitaminC Vitamin C Vitamin ¢ Vitamin C 
mg)» mg?/o mg? '» mg), mg?) mg /9 
10. X. 1939 17 48 16 27 29 117 


Vom vollstandig reifen Kern wurde die gelbe Samenschale (Testa) 
abgezogen und fiir sich untersucht. Sie ist vom Kern am vitamin- 
reichsten, und zwar enthalt sie das Vitamin C iiberwiegend als Dehydro- 
ascorbinsdure. Ist das Verhaltnis von Ascorbinséure zu Dehydro- 
ascorbinsaure im Kern mit Samenschale 1: 1,8 und im Samen ohne 
Samenschale 1: 0,7, so ist es in der Samenschale 1: 3. 


Tabelle 1V. VitaminC-Gehalt der frischen und trockenen Blatter, 


einer 5°, igen Abkochung und eines 5°,igen Aufgusses von 
Juglans regia. 














I risches Blatt Getrocknetes Blatt 5 %pige Abkoc hung 5 °/oiger AufguB 
ae ee "Gesamt- “a . esamt- Gesamt- om hy ‘Gesamt- 
Vitamin C | yitaminc Vitamin | y sone c || Vitamin C | vitamin c || VitaminC  yitamin ¢ 
mg?/, mg?!» mg/, mg®/» mg?/» mg?/> mg/g mg?! 
150 220 38 86 1,0 3,3 0,8 2,6 


Da die Blatter der WalnuB in der Volksmedizin als Blutreinigungs- 
tee Verwendung finden, wurden sie schonend getrocknet und der 
Ascorbinsauregehalt im trockenen Blatt bestimmt. Der Gesamt- 
Ascorbinsduregehalt der frischen Blatter betrug im Mittel 220 mg% 
und im trockenen Blatt nach 4 Wochen 86 mg% 


Von den Blattern wurde eine 5 °,ige Abkochung bereitet, indem 5 g 
getrocknete und zerkleinerte Blatter mit 100 ccm Wasser iibergossen, 
zum Sieden erhitzt und 3 Minuten gekocht wurden. Nach dem Er- 
kalten und Durchseihen wurde mit 4°,iger Metaphosphorsaurelésung 
auf 200 cem aufgefiillt und der Ascorbinséuregehalt wie vorher bestimmt. 
Im Mittel ergab sich fiir 100 cem Abkochung ein Gesamtascorbinsaure- 
gehalt von 3,3 mg = 70% des trockenen Laubes. 

Ebenso wurde ein 5°iger AufguB durch UbergieBen von 5g ge- 
trockneten, zerkleinerten Blattern mit 100 ccm siedendem Wasser 
hergestellt. Nach dem Erkalten und Durchseihen wurde mit 4 °,iger 
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Metaphosphorsaurelésung auf 200 ccm aufgefiillt und der Ascorbin- 
sauregehalt bestimmt. 100 cem Aufgu} enthielten im Mittel 2.6 mg 
Gesamt-Ascorbinséure — 60°, des trockenen Laubes. 


Tabelle V. Vitamin C-Gehalt der durchstochenen und Il Tage 
gewasserten NuB und der 24 Stunden mit 2°,iger Kalium- 


carbonatlésung behandelten Schale von Juglans regia. 





Frische Nub 14 Tage gewiisserte Nub 
Griine Schale Kern Griine Schale Kern 
os ‘ : Gesamt- - a Gesamt- wt : Gesamt- oe a Gesamt- 
Vitamin C yitamince Vitamin yitamince VitaminC yitaminc Vitamin © vitamin © 
ming’ mg?» mg?/o mg/g mg° mg?!» mg/° meg? |, 
967 1000 145 234 41 62 25 51 





no . . . Mit 2 °/,iger Kaliumcarbonatlésung 
rrise 3, griine Schale en as “oa 
Frische Nu, griine chale behandelte griine Schale 


Vitamin C Gesamt-Vitamin C Vitamin C Gesamt-Vitamin ( 
mg/o mg?» mg®/» mg” 9 
502 510 63 116 


Im Laufe der Untersuchung wurde auch versucht, die Abnahme 
der Ascorbinséure beim Konservieren festzustellen. Zum Konservieren 
miissen die ganzen, noch jungen Niisse, deren Steinschalen noch nicht 
erhartet sind, zunaichst entbittert werden, da der hohe Gehalt der 
griinen Schale an Bitterstoffen die Nu®B zum menschlichen GenuB 
unbrauchbar macht. Zu diesem Zwecke werden die jungen Niisse mit 
einem zugespitzten Holzstabchen durchstochen und bei taglich zwei- 
maligem Wasserwechsel 14 Tage gewassert. Nach dem Abtropfen 
werden sie mit einer konzentrierten Zuckerlésung eingekocht. Der 
Vitamin C-Gehalt wurde vor und nach dem Wiassern bestimmt und eine 
Abnahme desselben von 1000 mg°®, auf 62 mg®, in der griinen Schale 
und von 234 mg auf 51 mg®, im Kern festgestellt. Diese starke Ab- 
nahme ist erklarlich, da die Ascorbinséure beim Wassern und unter dem 
EinfluB von Oxydasen sehr leicht zerst6rt wird. Da uns nicht geniigend 
gewassertes Material zur Konservierung zur Verfiigung stand und die 
Steinschalen der jungen Niisse in der Zwischenzeit schon erhartet waren, 
konnte der Vitamingehalt in der fertigen Konserve nicht bestimmt 
werden. 

Um die griine Schale zu entbittern, wurde sie in Streifen geschnitten, 
24 Stunden mit 2°iger Kaliumcarbonatlésung behandelt und an- 
schlieBend mit Wasser nachgewaschen. Eine geniigende Entbitterung 
der Schale war durch diese Behandlung nicht zu erreichen. Der Gesamt- 
Vitamin C-Gehalt sank von 510 mg®, auf 116 mg°,. 
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Tabelle VI. Vitamin C-Gehalt von mit 10 bzw. 20°. griiner 


WalnuBschale versetztem Pflaumenmus und Marmelade. 





Pflaumenmus 





Griine Schale *fla 2 8 , : 
; chale Pflaumenmu mit 10 °/, griiner Schale 
Datum Gesar ‘ : eae ; 
om Be -samt- ios ah Gesamt- i ye Gesamt- 
Vitamin ¢ Vitamin C Vitamin ¢ Vitamin C Vitamin ( Vitamin ( 
1939 mg?!» mg? /» mg/ > mg? mg?/9 mg?/, 
te Beit 200 3,7 17,6 17,6 23,5 
10. XI. — ~ 17,0 23,2 
‘ . Marmelade 
Griine Schale Marmelade P ‘ “ 
, farmelade mit 20 °/) griiner Schale 
Datum Ge ges Ree ees } 
a a" -samt- . gee Gesamt- a Tape Gesamt- 
Vitamin ¢ Vitamin C Vitamin ¢ Vitamin ( Vitamin (¢ Vitamin C 
1939 mg? | mg?/o mg? /o mg? mg?) mg? 9 
2. x. 187 200 5,3 14,0 19,3 24,8 
10. XI. 19,1 24,7 


Es wurde noch versucht, den Vitamin C-Gehalt von Pflaumenmus 
und Marmelade durch Zusatz von 10 bzw. 20°, griiner NuBschalen 
zu erhohen. 225g Pflaumenmus wurden mit 25 g frischen NuBschalen, 
die in der Reibschale méglichst fein zerrieben waren, um ein zu langes 
Kochen zu vermeiden, unter gutem Durchriihren 15 Minuten gekocht. 
Das Mus wurde nach dem Erkalten mit Wasser zu 250 g erganzt und gut 
durchgeriihrt. Der Gesamt-Vitamin C-Gehalt der griimen Schalen 
betrug 200 mg®,, der des Pflaumenmuses 17,6°,. Die Mischung hatte 
einen Gesamt-Vitamin C-Gehalt von 23,5 mg°,. Rechnerisch hatten 
35,8 mg°®,, vorhanden sein miissen. Durch diese Behandlung waren also 
12.3 mg®,, = 32°, verlorengegangen. 

Auf dieselbe Weise wurde durch Zusatz von 50g frischen Nub- 
schalen zu 200 g Marmelade eine 20 °,ige Mischung bereitet. Die Nub- 
schalen enthielten wieder 200 mg®,, Gesamt-Vitamin C, die Marmelade 
14 mg°,. Die Mischung hatte einen Gesamt-Vitamin C-Gehalt von 
24.8 mg (rechnerisch 51,2 mg®,). Der Verlust an Vitamin C durch 
das Kochen betrug also 26,4 mg®% = 51.5%. 


Nach 4 Wochen konnte im Mus und in der Marmelade keine wesent- 
liche Abnahme des Vitamin C-Gehalts festgestellt werden. Ge- 
schmacklich war das Pflaumenmus nur wenig verandert, auch die Farbe 
war nur wenig dunkler geworden, wahrend die Marmelade einen un- 
angenehm bitteren und brennenden Nachgeschmack hatte. Die Farbe 
war von hellrot in ein dunkles Braun iibergegangen. Danach eignet 
sich nur das Pflaumenmus zum Verkochen mit NuBschale, doch sollen 
hier Untersuchungen mit gréBeren Mengen unter verschiedenen Ver- 
suchsbedingungen durchgefiihrt werden, um ein klares Bild zu gewinnen. 
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ir Wie schon eingangs erwahnt, wurde bei friiheren Untersuchungen 
unter anderem ein sehr hoher Vitamin C-Gehalt in jungen SteinnuB- 


friichten gefunden. Eine Zusammenstellung mit den jetzt gefundenen 
Werten ergibt folgendes: 


WalnuB, griine Schalen. . 2... . . 950—1000 mg/100 ¢ 
junge Blatter... ... . 250— 370 
SteimnupB, grime Schalen . . . . . .1050—1250 
Junge Blatter. . . . .. . 350— 390 
GladiolenpreBsaft .. ...:..... . 650— 800 
PEON SS Ser cc a ee ee 450 
~ ES on et ke 60 
SUGARS Scr ent) nt ote) Meee oe 5 10 : 


Zusammenfassung. 

1. In der vorliegenden Arbeit wurden junge und Aaltere Friichte 
und Blatter von Juglans regia und Juglans nigra auf ihren Vitamin C- 
Gehalt mit Hilfe chemischer Bestimmungsmetheden untersucht. 

2. Die Tierversuche von S. M. Natadse (1) ergaben, daB griine Wal- 
niisse in 100g nicht weniger als 1000 biologische Vitamin C-Einheiten 
enthalten. Unsere Untersuchungen nach M. Ott (2), W. Dewjatnin und 
" W. Doroschenko (3), sowie R. Strohecker und R. Vaubel (4) ergaben, daB 


n 


, griine Schalen der Juglans regia 950 bis lOOOmg Vitamin C in 100g Material 
enthalten kénnen. In 100 ¢ griinen Blattern von Juglans regia wurden 
‘ 250 bis 370 mg Vitamin C gefunden. Noch héher ist der Vitamin C-Gehalt 
2 von Juglans nigra. Hier fanden wir in 100 ¢ griinen Schalen 1050 bis 
‘ 1250 mg und in 100 ¢ griinen Blattern 350 bis 390 mg Vitamin C. Die 
, noch nicht erhartete Steinschale mit der Samenanlage von Juglans nigra 
P kann 1550 bis 1650 mg in 100g Material enthalten. 
3. Die getrockneten Blatter von Juglans regia, die in der Volks- 
- medizin als Blutreinigungstee Verwendung finden, enthalten nach 
- langerem Aufbewahren noch 86mg Vitamin C in 100 ¢ Material. 
e 4. Beim Konservieren der Walniisse (siiBe Friichte) wird der 
n Vitamin C-Gehalt zerstért. 
i 5. Der Vitamin C-Gehalt von Pflaumenmus kann durch Zusatz 
von WalnuBschalen erhéht werden. Marmelade erwies sich als un- 
. geeignet. Weitere Versuche sollen folgen. 
4 6. Eine Zusammenstellung wichtiger Vitamin C-Trager im Pflanzen- 
> reich ergibt, daB Juglans regia und Juglans nigra in ihren jungen 
: Friichten und Blattern die gr6éBte bis jetzt bekannte Vitamin C-Menge 
2 enthalten. 
t Literatur. 
) 1) S.M. Natadse, Problems nutrit.(Woprossy Pitanija) 6, Nr. 4, 52—54; 
4 Ref. Chem. Zentralbl. 1938, I, 2210. — 2) M. Ott, Angew. Chem. 51, 537, 
1938. — 3) W. Dewjatnin u. W. Doroschenko, diese Zeitschr. 280, 118, 
1935. — 4) R. Strohecker u. R. Vaubel, Angew. Chem. 49, 666, 1936. 














‘ber die stufenweise Aktivierung des Sauerstoffs 
im Organismus. 
Von 
Kazuo Yamafuji und Hitoshi Imagawa. 
(Aus dem Institut fiir Biochemie am Kaiserlichen Institut fiir Zucker- 
forschung in Tainan, Japan.) 


(Eingegangen am 10. Juni 1940.) 


In einer friiher mitgeteilten Untersuchung haben wir festgestellt, 
daB Sauerstoff durch Bestrahlung mit Licht, dessen Wirkung durch 
Sensibilisatoren erhéht wurde, oder durch ZusammenstoB mit einer 
festen Oberfliche zu einer metastabilen Form angeregt wird, dab 
das so entstandene aktive Sauerstoffmolekiil mit oxydierbaren 
biologischen Substanzen reagiert und dabei Wasserstoffperoxyd ge- 
bildet wird (1). Wir nahmen an, daB die Wasserstoffperoxydbildung 
in der lebenden Zelle in den meisten Fallen auf diese Weise durch akti- 
vierten molekularen Sauerstoff hervorgebracht wird. Zur Bestatigung 
dieser Annahme wurden in der vorliegenden Arbeit neben Lichtstrahlen 
und festen Grenzflichen, wie Zinkoxyd, Talk oder Quarzsand, noch 
eisenhaltige biologische Stoffe, wie Hamoglobin oder Knochenkohle, 
als Sauerstoffaktivierungsmittel gewahlt und die Sauerstoffaktivierung 
durch diese Mittel unter verschiedenen Bedingungen untersucht. 


In dieser Untersuchungsreihe haben wir zuerst gefunden, da die 
Autoxydation von Fructose in Phosphatlésung durch metastabil an- 
geregten Sauerstoff beschleunigt wird. Die Bildung des metastabilen 
Sauerstoffs durch Oberflichenreaktion wird stiarker, je hoher die 
Reaktionstemperatur und je gréBer die Menge an festem Kérper 
ist, der als Aktivierungskatalysator zugesetzt wurde. Die durch 
Oxydation von Fructose mit aktiviertem molekularem Sauerstoff 
erfolgte Hydroperoxydbildung ist bis zu einem gewissen Grade von der 
Wasserstoffionenkonzentration der Fructoselésung unabhangig. Der 
durch ein Mittel, Licht oder Grenzfliche allein, angeregte Sauerstoff 
kann nur verhaltnismaBbig leicht oxydierbare Substanzen, wie Fructose, 
angreifen. Die Wasserstoffperoxydbildung durch Oxydation von 
schwerer oxydierbaren Stoffen, wie Glucose, wurde nur dann beobachtet, 
wenn durch die kombinierte Wirkung von Licht und Grenzfliche 
aktivierter Sauerstoff einwirken gelassen wurde. Unterstellt man 
namlich eine Anregung der Sauerstoffmolekiile in verschiedenen Graden, 
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so wird der am héchsten angeregte metastabile Sauerstoff schlieBlich 
bis zum atomaren Zustand aktiviert: 


O, —> 035! —> 05? —-------—> 20. 


Die in der vorhergehenden Arbeit (1) beschriebenen Versuchs- 
ergebnisse sowie die obenerwahnten Befunde kénnen also dadurch 
erklart werden, daB die schwerer oxydierbaren Substanzen, wie Glucose, 
nur mit Of? und O reagieren, wahrend z. B. Fructose bereits durch 
oo", sowie durch OF* und O oxydiert wird. 


Wir konnten ferner nachweisen, daB durch Einwirkung von tiber 
Hamoglobin oder Knochenkohle tibergeleitetem Sauerstoff auf die 
wasserige Fructoselésung eine Hydroperoxydbildung stattfindet und 
ein Teil der durch diese eisenhaltigen Substanzen angeregten Sauer- 
stoffmolekiile beim ZusammenstoB mit Zinkoxyd oder Talk die Fahig- 
keit verliert, bei der Reaktion mit oxydierbaren Stoffen Wasserstoff- 
peroxyd zu_ bilden. 


Warburg und Yabusoe fanden, da Fructose in neutraler Phosphat- 
lésung autoxydabel ist (2). Wir haben nun die Wirkung des meta- 
stabilen Sauerstoffs auf in Phosphatpuffer geléste Fructose unter- 
sucht. Die Pufferlédsungen wurden nach NSérensen bereitet und die 
Versuche im wesentlichen nach der friiher beschriebenen Methode (1) 
angestellt, der Sauerstoff jedoch in einer Geschwindigkeit von 5 bis 
7 Blasen pro Sekunde eingeleitet. 


Tabelle I. 


50 mg Fructose in 10cem Phosphatlésung. Abstand zwischen Lampe und 
Rohr R: 20 em. 





Hydroperoxyd 


Pu der Ranhine wi Btn aatitiatan in mg 

Lisung im Lichtquelle p ameeyr mig Sensibilisator ~~ 

Gefab G Rohr R: Rohr R: 

hell dunkel 

6,8 Sonne 41), Chlorophyll  Sauerstoff 0,0187 0,0102 

7,0 200-Watt- 4 Hefepraparat Luft 0,0051 , 0,0025 

Lampe 
7,2 Sonne 5 Eosin Sauerstoff 0,0136 0,0107 


Aus Tabelle I geht hervor, da durch Einleiten des bestrahlten 
Sauerstoffs in die Fructoselésung die Bildung von Wasserstoffperoxyd 
befoérdert wird. Eine Beschleunigung der Hydroperoxydbildung wird 
auch beim ZusammenstoB von Sauerstoff mit festen Oberflachen erzielt 
(Tabelle IL). Die Versuche wurden im Dunkeln durchgefiihrt. 
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Tabelle II. 


50 m 





Fructose 
in mg 


50 


20 


30 


pu der 
Lésung 


6,6 
7,0 


7,4 


Eingeleitetes 
Gas 


Sauerstoff 
Luft 


Sauerstoff 


Fester Kirper 
im Gefaib G 


50 mg Talk 
Ohne Talk 

20 mg Zinkoxyd 
Ohne Zinkoxyd 
30 mg Quarzsand 
Ohne Quarzsand 


Hydroperoxyd 
in mg 


0,0043 
0,0024 
0,0039 
0,0018 
0,0037 
0,0021 


Wir haben dann die Abhangigkeit der Wasserstoffperoxydbildung 
von der Reaktionstemperatur untersucht (Tabelle III). 


Tabelle III. 
Koérper + 
Sauerstoff. 


Wasser. 


5 Stunden. 


O,lg Fructose + fester 10 cem Eingeleitetes Gas: 


Versuchsdauer : 





Durch Zusatz von 
ZnO bewirkte 
Vermehrung von 

H»O, in mg oC 


Durch Zusatz von 
Talk bewirkte 

Vermehrung von 
H, O» in mg 


Tempe- 
ratur 


Tempe- 


Fester Kérper ratur Fester Kérper 


lg ZnO 0,0085 20 0,2 ¢ Talk 0 
0,0111 35 O22 5, 0,0043 


0,0128 50 18 Se 0,0115 





0 
0,1 a 
0,1 


’ ” 


Die Wasserstoffperoxydmenge, welche bei Einwirken des durch 
ZusammenstoBen mit festen Grenzflichen von Zinkoxyd oder Talk 
angeregten Sauerstoffs auf Fructose gebildet wurde, steigt mit der 
Temperaturerhéhung. DaB die Hydroperoxydbildung mit Vermehrung 
der als Aktivierungsmittel zugesetzten festen Korper stairker wird, ist 
aus Tabelle IV ersichtlich. 


Tabelle IV. 
50 mg Fructose in 10 cem Wasser. Ejingeleitetes Gas: Luft. Versuchsdauer : 


5 Stunden. Temperatur: 37°. 





Zinkoxyd Hydroperoxyd Zinkoxyd 
in g in mg ing 


Hydroperoxyd 


Hydroperoxyd Quarzsand 
i i in mg 


in mg ng 


0,05 0,0034 0,5 
0,1 0,0051 1,0 
03 0,0062 3,0 


0,0085 0,1 
0,0102 1,0 
0,0128 


0,0162 
0,0187 


Ferner wurde der EinfluB8 der Wasserstoffionenkonzentration auf 
die Hydroperoxydentstehung untersucht (Tabelle V). Der Glykokoll- 
NaCl-NaOH-Puffer wurde ebenfalls nach Sérensen bereitet. 
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Tabelle V. 
50 mg Fructose + 10 ccm Pufferlésung + 1 g Zinkoxyd. Temperatur: 37 


Eingeleitetes Gas: Sauerstoff. Versuchsdauer: 3 Stunden. 





Durch Zusatz von Durch Zusatz von 
ZnO bewirkte Puffer ZnO bewirkte 
Vermehrung von P Vermehrung von 
H, O, in mg H»O, in mg 


Puffer 


Phosphat 0,0043 7,4 Phosphat 0,0049 
ii 0,0047 8.6 Glykokoll- 0,0040 
gemisch 


0,0041 10,1 e 0,0084 





In fast neutraler Lésung wird die Hydroperoxydbildung durch eine 
kleine Anderung der Wasserstoffionenkonzentration nur unbedeutend 
beeinfluBt. Bei alkalischer Reaktion findet eine Beschleunigung der 
Wasserstoffperoxydentstehung durch die Hydroxylionen statt. 


Es ist méglich, daB der Sauerstoff auch durch ZusammenstoBen mit 
der Glaswand des GefaiBes zu einer metastabilen Form angeregt wird. 
Bei dem Versuch A wurde das Glasrohr R méglichst tief in das GefaB G 
hineingesteckt, um die Sauerstoffblasen stets mit dem Boden des Ge- 
faiBes zusammenstoBen zu lassen. Der Versuch B dagegen wurde so 
angeordnet, da ein direkter Anprall der Sauerstoffblasen auf die 
Wand des GefaiBes G méglichst vermieden wurde. Das Gefi G wurde 
bisweilen vorsichtig geschiittelt (@c), um zu verhindern, daB Quarzsand 
auf dem Boden des GefaibBes sedimentiere, in anderen Fallen aber ohne 
Schiitteln stehen gelassen (Gd). 


Tabelle VI. 


Gas: Sauerstoff. Temperatur: 45°. Versuchsdauer: 4'/, Stunden. 





Ver- 


eet Hydroperoxyd Gefa8 Gd enthilt Hydroperoxyd 


Gefib Ge enthiilt in mg aon 
50 mg Fructose 50 mg Fructose 
0,5 g Quarzsand | 0,0145 + 0,5 g¢ Quarzsand | 0,0043 
+ 10cem Wasser t 10 cem Wasser 
50 mg Fructose i 50 mg Fructose i 
? © : 0,0034 * 0.0017 
10 ccm Wasser +. 10cem Wasser 
50mg Fructose 50 mg Fructose 
+ 0,5 g Quarzsand 0,0128 1 05g Quarzsand 0,0026 
10 cem Wasser +. 10cem Wasser 


50 mg Fructose | 
“ 0.0012 
10 ccm Wasser 001 


Wie aus Tabelle VI ersichtlich ist, wird die Hydroperoxydbildung 
dadurch erhéht, daB man den eingeleiteten Sauerstoff mit der Gefab- 
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wand zusammenstoBen lat. Eine gesteigerte Wasserstoffperox yd 
entstehung erfolgt auch dann, wenn der ZusammenstoB von NSauerstoft 
mit Quarzsand durch Schiitteln des GefaiBes G beférdert wurde. Dat; 
die Grenzflachen in lebenden Zellen bei den Oxydationsvorgangen eine 
wichtige Rolle spielen, ist durch die Untersuchungen von Warburg (3) 
Wieland (4), Wurmser (5), Meyerhof (6), Thunberg (7) usw. zweifellos 
erwiesen. Auf Grund unserer bisherigen Beobachtungen glauben wir. 
daB eine von den physiologischen Funktionen der Grenzflachen ihre 
sauerstoffaktivierende Fahigkeit ist. 


Wir haben in einer friiheren Arbeit (1) mitgeteilt, daB unter den 
dort beschriebenen Versuchsbedingungen Glucose, Naccharose, Glyko- 
koll u.a. mit dem durch Licht allein angeregten metastabilen Sauer 
stoff nicht leicht reagieren. Es wurde nunmehr untersucht, ob auch 
bei Einwirkung des durch Licht und feste Oberflache doppelt akti 
vierten Sauerstoffs auf diese Substanzen kein Wasserstoffperoxyd 
entsteht. Der Durchmesser des hierbei benutzten Glasrohres R be- 
tragt 0.7 em, die Lange des mit dem Sensibilisatoradsorbat gefiillten 
Teiles 25 cm. 

Tabelle VII zeigt, daB bei Glucose, Sucrose, Glykokoll und Leucin 
Wasserstoffperoxydbildung nur dann stattfindet, wenn doppelt akti- 
vierter Sauerstoff einwirken gelassen wurde. In der vorigen Angabe 
war dagegen berichtet worden, daB bei der Oxydation von Fructose der 
photochemisch erzeugte metastabile Sauerstoff durch Zusammen- 
stoBen mit festen Oberflichen seine hydroperoxydbildende Fahigkeit 
verliert (1). Diese Tatsache kénnte dadurch erklart werden, da Sauer- 
stoff durch Licht und Grenzflichen in verschiedenem Grade aktiviert 
wird. In der oben beschriebenen Formulierung fiir die Sauerstoff- 
aktivierung beteiligen sich Of" und O;* an der Hydroperoxydbildung 
durch Oxydation der Fructose. Wenn daher das Sauerstoffmolekii 
schon durch Licht allein geniigend stark aktiviert wurde, so wird es bei 
darauffolgendem ZusammenstoB mit festen Oberflachen in zwei Atome 
gespalten; in diesem Falle wird in dem Gefa G kein Wasserstoff- 
peroxyd gebildet. Unserer Meinung nach wird Glucose u. a. erst durch 
O;* oxydiert, und zwar entsteht dieser aktive Sauerstoff unter den 
Versuchsbedingungen wie in Tabelle VII nur bei der doppelten Akti 
vierung durch beide Mittel, Licht und Grenzflache. 

Nach dieser Auffassung muB die Zahl der durch verhaltnismafiy 
starkes Licht und festen Kérper aktivierten Sauerstoffmolekiile 
geringer sein als die der durch schwacheres Licht und den gleichen 
festen Kérper aktivierten. Zur Bestatigung dieser Annahme wurde 
Sauerstoff einerseits nur mit Licht und andererseits mit Licht, 
dessen Wirkung durch Sensibilisatoren erhéht wurde, bestrahlt und 
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dann in das den festen Korper enthaltende Gefaib  eingeleitet 
(Tabelle VIII). 
Tabelle VIII. 
GefaB G enthalt: 50mg Fructose + 50 mg Zinkoxyd + 10cem Wasse1 
Lichtquelle: 200-Watt-Lampe. Abstand des Rohres R von der Lichtquelle 
20em. Bestrahlungsdauer: 5 Stunden. Gas: Sauerstoff. 





Hydro- Hydro- Hydro- 
Rohr R enthalt peroxyd Rohr R enthalt peroxyd Rohr R enthilt peroxyd 
in mg in mg in mg 


Chlorophyll- | Kosinsilikagel- | 0.0068 Hefepraparat- 
silikagel- 0,0178 adsorbat _—— silikagel- 0,0102 
adsorbat adsorbat 


Silikagel 0,0221 Silikagel 0,0085 Silikagel 0,0187 








Nach unserer Auffassung ist ferner zu erwarten, daf}§ der Unterschied 
zwischen der Zahl der durch die Oberflachenreaktion allein entstandenen 
aktiven Sauerstoffmolekiile und derjenigen der durch Licht und Ober- 
flichen angeregten Molekiile mit der Erniedrigung der Lichtintensitit 
kleiner wird (Tabelle IX). 


Tabelle IX. 
GetaB G enthalt: 30 mg Fiuctose + 30 mg Talk + 10 cem Wasser. Abstand 


des Rohres R von der Lampe: 10cm. Bestrahlungsdauer: 3!/, Stunden 
Sensibilisator: Chlorophyll. Versuchstemperatur: 30°. 





; Hydroperoxyd in mg 
Lichtquelle tek 
Rohr R: hell Rohr R: dunkel 


Sonne 0,0051 0,0128 
200-Watt-Lampe 0,0077 0,0129 
100-Watt-Lampe 0,0092 0,0125 


Die Konzentration der in der vorliegenden Untersuchung ver- 
wendeten Sensibilisatoren war beinahe fiinfmal so gro} wie die der in der 
vorhergehenden Arbeit (1) benutzten. Da die Sensibilisatoradsorbate 
sich mit der Bestrahlungsdauer allmahlich entfarben, miissen sie bis- 
weilen frisch bereitet werden. 

Wir konnten in dieser Untersuchungsreihe nicht immer die genau 
gleichen Ergebnisse wie bei den oben beschriebenen Versuchen erhalten 
Selbstverstandlich sind Sauerstoffaktivierung sowie Wasserstoffperoxyd- 
bildung von den verschiedenen Versuchsbedingungen, wie der Licht- 
intensitat, der sensibilisierenden Wirksamkeit des Silikageladsorbats, 
Bestrahlungsdauer, Art und Menge der festen Oberflaichen oder der 


oxydierbaren Substanz, Temperatur, Einleitungsgeschwindigkeit des 
Sauerstoffs oder der Luft usw., abhangig. In allen Fallen konnten aber 


die gewonnenen Resultate durch unsere Theorie der stufenweisen Akti- 
vierung des Sauerstoffs erklart werden. 
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Von vielen Forschern, insbesondere von Warburg, wurde fest- 
vestellt, daB das Eisen im Organismus bei den Oxydationsvorgaingen 
durch Luftsauerstoff eine wesentliche Rolle spielt. Es ist daher von 
Interesse zu untersuchen, ob auch unter katalytischer Wirkung der 
eisenhaltigen biologischen Stoffe metastabiler Sauerstoff entsteht. 
Eine wasserige Lésung der oxydierbaren Substanz wurde, wie bei den 
Lichtaktivierungsversuchen, in das GlasgefaB G gebracht und der 
eisenhaltige Katalysator in einen kleinen Glasfilter (F) in einer Dicke 
von 5cm gefiillt. Das GefaB G und der Filter F wurden mit einem 
schwarzen Papier voéllig bedeckt, um zu vermeiden, da dieVersuche 
durch Lichtwirkung gestért werden. Der Sauerstoff wurde in der friiher 
mitgeteilten Weise (1) durch den Filter F in das GefaB G eingeleitet. 


Tabelle X. 


Versuchsdauer: 5 Stunden. Katalysator im Filter #: Knochenkohle. 





Hydroperoxyd in mg 


Gefib G enthalt : 
mit ohne 


Katalysator Katalysator 


50mg Fructose + 10 cem Wasser 0,0111 0 
50mg Fructose + 50mg Zinkoxyd + 10 cem Wasser 0,0125 0,0056 


Nach Warburg u.a. (3, 5,6) verbrennen einige Aminosaiuren oder 
Zucker an Kohle. Wir konnten in Tabelle X nachweisen, da der 
Sauerstoff durch Knochenkohle zu einer metastabilen Form angeregt 
wird. Da8 ein Teil der hierbei aktivierten Sauerstoffmolekiile, wie bei 
der Lichtaktivierung, beim darauffolgenden ZusammenstoB mit festen 
Oberflachen die hydroperoxydbildende Fahigkeit verliert, ist aus den 
Versuchen in Tabelle XI ersichtlich. 


Tabelle XI. 


Versuchsdauer: 5 Stunden. Katalysator im Filter #: Knochenkohle. 





Hydroperoxyd 
in mg 


Hydroperoxyd 


GefaiB G enthiilt , 
in mg 


Gefib G enthalt 


50 mg Fructose | 50 mg Fructose 


. 0,0170 0,009- 
+. 10 cem Wasser li + 10cem Wasser ! 4 


50mg Fructose 50 mg Fructose | 
-+ 0,1 g Zinkoxyd 0,0127 LO 1g Talk 
+ 10 cem Wasser + 1) cem Wasser 





0,0034 


Wir haben dann anstatt Kohle in den Glasfilter F Hamoglobin 
gefiillt und die Aktivierung des Sauerstoffs durch diese biologisch sehr 
wichtige Substanz untersucht (Tabelle XII). 
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Tabelle XII. 


50 mg Fructose in 10 cem Wasser. Versuchsdauer: 5 Stunden. Katalysato: 
im Filter F: Hamoglobin. 





Hydroperoxyd in mg Hydroperoxyd in mg 


Eingeleitetes Gas Poa =! cs 
, : mit ohne mit ohne 


Katalysator Katalysator Katalysator Katalysator 


Sauerstoff .... 0,0153 0 0,0081 0 


Nach der bisherigen Anschauung wirkt Hamoglobin nur als Trans- 


portmittel des Sauerstoffs. Tabelle XII zeigt aber, daB der Sauerstoff 


durch Hamoglobin zu einem metastabilen Molekularzustand aktiviert 
wird. Wir wollen anschlieBend die Wirkungsweise von Eisenporphyrin- 
verbindungen auf Sauerstoff untersuchen. 

Die in den obenerwahnten Versuchen gefundene Menge Wasserstoff- 


peroxyd ist stets verhaltnismaBig gering. Dies scheint zum Teil auf 


eine im allgemeinen auSerordentlich kurze Lebensdauer der angeregten 
Molekiile zuriickzufiihren zu sein: der gréBte Teil der durch Eisen 
aktivierten Sauerstoffmolekiile wird vor dem ZusammenstoB mit festen 
Oberflichen oder mit oxydierbaren Substanzen wieder in eine inaktive 
Form riickverwandelt. 
Literatur. 
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Zur Biochemie der Torula utilis. 
VI. Mitteilung in der von H. Fink und F. Just begonnenen Reihe: 


Uber die rechnerische und experimentelle Ermittlung 
der zwischen den Zellen in abgepreBter Hefe zuriickbleibenden 
(iir- und Ziichtungs-Fliissigkeitsmengen. 
Von 
Felix Just. 
(Aus dem Institut fiir Garungsgewerbe und Starkefabrikation 
an der Universitat Berlin?.) 
(Eingegangen am 28, Mai 1940.) 


Mit 3 Abbildungen im Text. 


Beim Ernten der Hefen verfahrt man bekanntlich so, dal} man fiir 
gewohnlich die Hefesuspension oder den mehr oder weniger dickbreiigen 
Hefesatz (z. B. den Bottich-,,Satz‘* bei der untergarigen Brauereihefe 
oder den Hefeschaum bei der obergiérigen Bierhefe) abschleudert, ab- 
nutscht oder abpreBt. Man erhalt schlieBlich einen HefepreBkuchen 
mit einem ungefaihren Feuchtigkeitsgehalt von 70 bis 80°, bzw. einem 
Trockensubstanzgehalt von 20 bis 30°). 

Offenbar wird aber durch das Abschleudern bzw. Abpressen keine 
vollstindige Abtrennung der Hefezellen von der sie umgebenden Fliissig- 
keit (Ziichtungs-, Gar- oder Waschfliissigkeit) erreicht. Aus mancherlei 
Griinden ware es interessant und auch von praktischer Wichtigkeit zu 
wissen, welche Mengen an zellfremder Nahr- oder Waschfliissigkeit 
in der abgeschleuderten oder abgepreBten Hefe zuriickbleiben. Wenn 
nimlich der Anteil an ,,zwischencellularer“ oder ,, Kapillar*‘-Flissigkeit 
wie wir im folgenden die zwischen den Hefezellen zuriickbleibende 
Ziichtungs-, Gar- oder Waschfliissigkeit kurz bezeichnen wollen 
genauer bekannt wire, kénnte man das wahre spezifische Gewicht der 
Hefe und deren wirklichen Wassergehalt ermitteln. AuSerdem waren 
Aussagen dariiber méglich, von welcher GréBenordnung die Verfdlschung 


der iiblicherweise bestimmten Analysenwerte ist, die ja, ganz allgemein 


und grundsatzlich gesehen, bei ungewaschener wie auch bei gewaschener 
Hefe in Erscheinung treten mu8. Die Nahrfliissigkeit ist bekanntlich 
auch nach beendeter Garung oder Verhefung nicht etwa reines Wasser. 
In ihr sind vielmehr auBer den nicht vollstandig verbrauchten Nahr- 
stoffen und Nahrsalzen noch die nicht assimilierten Wiirzekomponenten 
und die Stoffwechselprodukte der. Hefe (z. B. stickstoffhaltige Sub- 
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stanzen, wie Eiweilf} oder Aminosdéuren aus der Hefe, Alkohole, Hefe 
inhaltsstoffe aus abgestorbenen und plasmolysierten Zellen) enthalten 
Nichtfliichtige Substanzen z.B. erh6hen den Trockensubstanzwert. 
wodurch die Festlegung der Hefeausbeuten in Mitleidenschaft gezogen 
wird. Durch die anorganischen Bestandteile der zwischencellulairen 
Nahrflissigkeit ergibt sich ein héherer Aschengehalt, was besonders 
bei stark salzhaltigen Wiirzen (z. B. CaCl,-haltige Holzzuckerwiirzen 
oder Sulfitablaugen) sowohl analytisch als auch fiitterungspraktisch 
von Belang sein kann. Ohne noch mehr solcher Beispiele anzufiihren 
sieht man also, dal} die nicht gewaschene Hefe als solche durch die 
zuriickbleibende Nahrfliissigkeit bzw. durch die darin enthaltenen 
Substanzen in gewissem Sinne verunreinigt wird. Die Hefesubstanz 
ist demgema in ihrer analytisch erfaBbaren Zusammensetzung unschart 
definiert, sofern bei biologischem Material tiberhaupt von chemischet 
Definiertheit zu sprechen erlaubt ist. 


Durch Waschen der Hefe ware es freilich méglich, jene zellfremden 
Verunreinigungen mehr oder weniger vollstandig zu entfernen. Prinzipiell 
ist es aber fraglich, ob die gewaschene Hefe in ihrer Zusammensetzung 
nun scharfer definiert ist als die ungewaschene. Stéren im letzten Falle 
die zusaétzlichen Verunreinigungen aus dem Substrat, so besteht anderer- 
seits die Gefahr, daB durch das Waschen der Hefe nicht nur die zell- 
fremden auerlich anhaftenden Stoffe, sondern auch ihr normalerweise 
zugehorige Zellinhaltsstoffe (z. B. infolge Dialyse durch die enormen Ober- 
flachen der Zellmembranen) entzogen werden. Vom praktischen Stand- 
punkt aus betrachtet, will man natiirlich das Waschen der groBtechnisch 
erzeugten Futterhefe nach Méglichkeit vermeiden, um sich Arbeit und 
Unkosten zu ersparen. Die Entscheidung beziiglich Notwendigkeit 
des Auswaschens ware erleichtert, wenn man bei bekannter Zusammen- 
setzung der Ziichtungsfliissigkeit den durch sie verursachten Verunreini- 


gungsgrad der geernteten Hefe auf einfache Weise ermitteln oder zum 


mindesten abschatzen kénnte. 


Die vollstandige Lésung dieser hierdurch gestellten Aufgaben 
wird durch folgenden Umstand erschwert. Selbst wenn es gelange, 
die intercellulire Fliissigkeitsmenge auf rechnerischem oder experi- 
mentellem Wege einwandfrei zu ermitteln, dann miiBte auch die Kon- 
zentration der in ihr vorhandenen Stoffe, welche die Verunreinigung 
der Hefe verursachen, ebenfalls bestimmt oder bekannt sein. Ohne 
weiteres ist es nimlich keineswegs erlaubt, die Konzentrationen in der 
zwischencellularen Fliissigkeit mit den einfach feststellbaren Konzen- 
trationen im Filtrat oder Zentrifugat der tibrigen Nahr- bzw. Ziichtungs- 
fliissigkeit gleichzusetzen. Durch die sehr groBen Oberflachen ist in 
den Grenzschichten eine Konzentrationsverschiebung als sehr wahr- 
scheinlich in Betracht zu ziehen, wobei tibrigens die Konzentrations- 





das 


ein 
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anderungen fiir verschiedene Molekiil- und Lonenarten nicht parallel 
und von gleichem Betrage erfolgt zu sein brauchen. Demgema® ist es 
zweckmaBig, den ganzen Fragenkomplex in folgende zwei Kardinal- 
fragen zu unterteilen, naimlich: 

I. Wie groB ist der im HefepreBkuchen zuriickbleibende Anteil 
an zwischencellularer Fliissigkeit ? 

Il. Wieviel bleibt im HefepreBkuchen an zellfremden, gelésten 
Stoffen aus dem Gar- oder Ziichtungssubstrat (z. B. Zucker, Saizen usw.) 


gurick ? 


1. Uber die Ermittlung der im Hefeprebkuchen zuriickbleibenden 
zWischeneelluliren Fliissigkeitsmengen. 


Gewisse grundsatzliche und technische Schwierigkeiten bei der 


experimentellen Bestimmung der zwischencellularen Kapillarfliissigkeit 


leeten den Versuch einer rechnerischen Ermittlung derselben nahe 


A. Rechnerische Ermittlung. 

Wir gehen zu diesem Zweck von folgendem primitivem Modell aus, 
das sich geometrisch recht einfach behandeln laBt. Wir denken uns 
eine groBbe Anzahl starrer, gleich groBer Kugeln (Radius r) und stellen 
die vorerst rein mathematische Aufgabe, das Verhaltnis der Summe der 
Eigenvolumina einer groBen Anzahl verschieden gepackter Kugeln 
zu dem Volumen des umbeschriebenen ebenflachigen K6érpers, der 
also alle die Kugeln im Innern enthalt, zu bestimmen. Anschaulich 
ausgedriickt, fragen wir also nach der GréBe (und Gestalt) einer Kiste 
(im Lichten gemessen), in welche die Kugeln in gewisser vorgeschriebener 
Weise gepackt werden sollen, und setzen den (lichten) Raum der Kiste 
in Beziehung zu dem Eigenvolumen der Kugeln. Es ist von vornherein 
klar, daBS der Rauminhalt der Kiste immer gréBer sein mu als die 
Summe der Kugelvolumina, da ja Kugeln unseren Raum _ niemals 
liicken- oder fugenlos ausfiillen kénnen. Schon die Anschauung lehrt, 
daB} die Raumausfiillung, z. B. die Grobe der Kiste, von Kugeln gegebener 
Gr6éBe und Anzahl davon abhangig ist, in welcher Anordnung die Kuge!n 
gepackt werden. Es gibt natiirlich eine unendlich groBe Zahl ver- 
schiedener Anordnungsweisen. Wir werden im folgenden drei gesetz- 
maBig aufgebaute Kugelhaufen betrachten, wobei uns der Fall det 
dichtesten Kugelpackung* vornehmlich interessiert. 


Erster Fall. Orthogonale Kugelpackung. 
Die Anordnung der starren Kugeln vom Radius ¢ sei so, dal sie 
sich rechtwinklig beriihren. Einer solchen einfachen Kugelschicht 
von a < 4 Kugeln laBt sich ein rechtwinkliges Prisma (im Beispiel: 


3* 
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Kiste) umbeschreiben, dessen Kanten 27, a-2 rund b-2r sind. Sein 
{auminhalt V,- ist also: 
V, 
Das Volumen aller darin befindlichen Kugeln: 


47 
<7 ‘ 
> Vie 2 rP-a-b 
a,b e 
Es verhalt sich nun: 
er he 
ar 
a,b aut 1 0.5 26; l 
( — . ( Na ok ss ) 
Nh \ 3-8-r-a- 6 ' ( 


u 
Das bedeutet also: Etwa 52°, des (Kisten-) Raumes, in welchen die 
Kugeln auf die oben definierte Weise gepackt sind, werden von den 
Kugeln selbst und etwa 48°) von 
den freibleibenden Zwickeln  ein- 


or ay tere a EEN “ ; : 
4. | genommen. Wie man sich leicht 





eh ae 
ee  e. Quotient (1) 7/6 auch dann, wenn 


4+} +141 —— einer einzigen Kugel ein Wiirfel 
oder wenn a-h-c bzw. a sich 


} 
| 


mee sd tiberzeugen kann, gilt der obige 
| 


Abb. 1. Projektion einer Kugelschicht 

auf eine Fliche. rechtwinklig beriihrender Kugeln 
ein Prisma bzw. ein Wiirfel um- 
beschrieben wird. Der Quotient (1) ist auBerdem von der GréBe und 
der Anzahl der Kugeln unabhangig. Bei dieser orthogonalen Packungs- 
weise verhalt sich immer die Summe der Eigenvolumina der Kugeln 
> Vxucet zum Volumen JV, des umbeschriebenen ebenflichigen Raum: 
k6érpers 

pe V Kugel ? 1 ( uv 
Ver 6 cy) 


Kombiniert hexagonal-rechtwinklige Packung. 


Diese Anordnung 
der Kugeln sei so ge 
troffen, daB die mittelste 
Kugel von sechs anderen 
beriihrt wird und so fort 
(vgl. Zeichnung 2). Auf 
der unteren  Schicht 








liegen die nachsten so, 
daB sich die Kugeln der 
verschiedenen Schichten 
rechtwinklig bertihren. 
Abb. 2. Projektion einer Horizontalkugelschicht 


(n = 2 baw. n = 8) auf die Grundfliiche. Der umschriebene Kor 
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per ist dann ein regelmabiges sechsseitiges, gerades Prisma. Besteht 
dieser Kugelhaufen aus m Schichten, so ist die Héhe des Prismas gleich 
m:2r, sein Volumen ist 
V, G-m-27... (G@ = Grundflache). 
Die Grundflache G ist ein regelmaBiges Sechseck. SchlieBen sich um die 
mittelste Kugel (diese eingerechnet) n Ringe, so enthalt jede Schicht 
fl + 3 (n+ 1)] Kugeln!. Der Flacheninhalt G berechnet sich wie 
folgt: Im Dreieck A WM B ist die Hohe (h BM) 
h ++ (n —1)-r- V3, 


(n 1) - )3}]: 
die Seite AB 
h - tg 30° h-3-¥3, 


‘r+ $3 [1 + (n—1)- 43}. 


{n 1): V3. 
Volumen V,, des umschriebenen Prismas ist also: 
V. 4-r3-\3-m-[1 + (n— - 372. 
Summe der Volumina der [1] + 3-n- + 1)]} Kugeln in jeder 
m Schichten ist also 
42 4 


a V Kugel = 3 


m,n 


gesuchte Verhaltnis ist also: 


> V kuoet 


mon 4-a-rP-m[1+ 3n(n 


q2 , 
J 3-4-r3.m-)3-[1 + (n- 


n 1+ 3n(n+ 1) 


qo . , 
M2 3-)3 [1 + (m- -1)-)3P 





Diese Verhaltniszahl ist zwar wunabhangig von der GréBe der Kugeln 
und der Anzahl der Schichten, dagegen abhangig von der Anzahl n 
der Kugelringe (s. oben) in den Horizontalschichten. Der anschauliche 
Grund dafiir ist leicht erkenntlich der, daB die Zwickel an den ebenen 
Prismenwanden je nach der Anzahl der iiberhaupt vorhandenen Kugeln 


1 Namlich: 1 +1]-6+2- 


n-(n+ 1) 
6- 1+3-n-(n+ 1). 


~ 
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mehr oder weniger stark ins Gewicht fallen. Bei einer unendlich groBen 
Anzahl von Kugeln wird ihr EinfluB auf das Gesamtresultat ver- 


schwindend klein, denn es gilt 


n—> = | 
NT “poet 
hai Kuge 
, ° min Tv “y—<« 
q, lim ‘ (= 0,61738). 
Sete Vy 3-\3 
Bei der im obigen Falle 2 beschriebenen Anordnung werden also im 
Grenzfalle von unendlich vielen Kugeln etwa 62°, des prismatischen 
taumes ausgefiillt: der Anteil der leeren Zwickel belauft sich also auf 
etwa 38°. Gegeniiber Fall 1 (orthogonale Packung) stellt die obige 
Anordnung 2 eine merklich dichtere Kugelpackung dar. Die Basisschicht 
und alle dazu parallelen Schichten sind naimlich dichter als bei der 
orthogonalen Packung mit den Kugeln belegt. 


Dritter Fall. Die dichteste Kugelpackung, 
die tiberhaupt méglich ist, erhalt man, wenn das Anordnungsprinzip, 
welches in den Horizontalschichten bei Fall 2 verwirklicht ist, in allen 
drei Dimensionen durchgefiihrt wird. Anschaulich ausgedriickt, liegen 
dabei alle Kugeln ,,auf Liicke**. Diese Raumgruppierung realisiert 
sozusagen das indifferente Gleichgewicht, wahrend die Falle 1 und 2 
labile Gleichgewichtszustande darstellen. Beim Schiitteln sehr vieler 
Kugeln wiirde sich also der Fall 3 mit maximalem Wahrscheinlichkeits- 
grad (Vergleich einzelner willkiirlich herausgegriffener Teilbezirke) aus- 
bilden. Bei Ausschaltung spezieller Ordnungskrafte (wie z. B. Gitter- 
krafte in Kristallen), also bei freiem Spiel des Zufalls, ist die wahrschein- 
lichste Raumanordnung einer groBen Anzahl starrer,. indifferenter 
Kugeln gleicher GréBe, die nur der Schwerkraft unterworfen sind, iden- 
tisch mit der dichtesten Kugelpackung von hohem Symmetriegrad. 
Lagert man die Kugeln nach dem obigen Prinzip, so laBt sich um 
eine gewisse Anzahl N derselben ein Parallelepiped (Rhomboeder) 
oder einfacher um N’ Kugeln ein regulires Tetraeder umbeschreiben. 
Das Volumen JV, des Tetraeders ist dann (@ — Grundflache, H {aum- 
héhe) 
pitas’ 
eee 
G und H ist als Funktion von 7 (Kugelradius) und N, der Anzahl der 
darin enthaltenen Kugeln, darzustellen. Der gesuchte Quotient qs 


hat wieder die allgemeine Form: 


>> Viku jel 
— N 


q3 V 
“u 


eng «oye. (Ba) 
12 
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Die Kantenlinge a des dem Kugelhaufen umschriebenen Tetraeders 
ist als Funktion des Kugelradius 7 und der Anzahl der in ihm ein- 
geschlossenen Kugeln NN zu berechnen: 

a fir, NV). 
Befinden sich langs jeder Tetraederkante jeweils » Kugeln, so enthalt 
der ganze ordnungsgema} gepackte Haufen 


*v 


i. Pi. (ma ee ? ; 
N a3 ; also (" 3 | Kugeln. (3b) 


Die Kantenlange a des Tetraeders ist: 
a 2r(n—1)+22. (3c) 
Das Stiick 2 ist etwas umstandlicher zu berechnen. Wir bezeichnen: 
Abstand Mittelpunkt-Ecke, 
q XX Raumhohe, Kante, 
vi; \ Neigungswinkel zweier Tetraederebenen. 


Es ist dann: 


z:°ctg g 





r A 2r/n-t & x 
Abb. 3. Projektion einer Kugelschicht (” = 3) 
auf eine Tetraederfliche. 


etg mund sin «/2 berechnet sich aus folgenden elementaren Beziehungen : 


Flachenhéhe h io 


Raumhéhe H 
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also: 


Cos q 


ctg qY 


Sa | 
| sin : ; ‘ | 
~ e | 

} 





Diese Werte in Gleichung (3d) eingesetzt, ergeben: 


) 
r-)2 —7.V6. 


\3 
In Gleichung (3c) eingesetzt: 
-1)+2r16, 
a@=2r(n—1 + V6). 
Bekanntlich ist der Rauminhalt V eines Tetraeders der Kantenlange a: 
V2, 


8 F(n —1+)6)3-)2 


as 


12 


also: 


Nach (3b) befinden sich in diesem Tetraeder 


" in-+2\ ,, 
N ={| ; 5 Kugeln. 
Also > V Kugel 2 42 -p. ad 
N 3 
SchlieBlich lautet der gesuchte Quotient qs: 
aes V Kugel 5 
ea: 4-a1-P (n+ 2) (n+ 1)-n-? 


Vy 3-2-9.) 2(n—1+) 6)3-1-2-5 


93 = 


x (n+ 2) (n+ 1)-n 


3-)2 (n—1 +) 6) 
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Wie bei Fall 2 ist auch hier die Verhaltniszahl gq, zwar unabhangig 
von der GréBe der Kugeln, dagegen abhangig von der Anzahl der 
Kugeln. Der anschauliche Grund dafiir’ ist unschwer zu erkennen. 
Die auBeren leeren Zwickel, gebildet von den Kugelflachen und den 
Tetraederebenen, sind ja von anderer Gestalt und GréBe als die Zwickel 
im Innern der Kugelpackung, die dort ausschlieBlich von Kugelflachen 
gebildet werden. Der dadurch bedingte Unterschied wird um so weniger 
ins Gewicht fallen, je gréBer die Anzahl der Kugeln ist. Die Raum- 
verteilung in der Kugelpackung wird exakt erfaBt, wenn man den 
Kugelhaufen unendlich gro werden |aBt, wodurch man sich von der 
Gestalt (bei der obigen Rechnung Tetraeder) des umschriebenen Kérpers 


unabhangig macht. Da 


: (n+ 2)(n+1)-n 
lim 
n>xw (n—1+/)6) 


ist, wird 


(n+ 2) (n+ 1)-n , 7 


rh 


a " 
lim qj =lim | _- q3 = 0, 7404). 


u—> & n— 3V2 (n — 1 + ) 6)3 
Das bedeutet also, daB in einer dichtesten Kugelpackung von den 
Kugeln selbst etwa 74°, von den leerbleibenden Zwickeln 26°, des 
Raumes eingenommen werden. In der folgenden Ubersicht sei das 
bis jetzt gewonnene Ergebnis zum Vergleich zusammengestellt. 





Vom Gesamtraum betrigt 


Eigenvolumen der Volumen der unaus- 
kK ugeln gefiillten Zwickel 


I. Fall: 


Orthogonale Packung q’, ms 62% 


II. Fall: 
Kombiniert hexagonal-orthogonale 


' T 
Packung g) = 


Dichteste Packung q;, 74% 


Zum Zwecke der Auswertung dieser eben entwickelten mathemati- 
schen Beziehungen mu nun gezeigt werden, ob und inwieweit die obigen 
Modelle mit den Verhialtnissen im HefepreBkuchen iibereinstimmen. 
In erster, roher Annaiherung entsprechen den Kugeln die einzelnen 
Hefezellen und die in der Kugelpackung unausgefiillt bleibenden Zwickel 
sind im HefepreBkuchen mit der extracellularen Kapillarfliissigkeit 
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angefiillt zu denken. Bei naiherer Betrachtung sind jedoch zwischer 
Medellvorstellung und Wirklichkeit augenscheinliche Unterschiede fest 
zustellen, deren EinfluB auf das Resultat unseres Vergleiches nicht vor 
vornherein tibergangen werden kénnen. 

So ist als erster Einwand zu erheben, dab die He fezellen nicht von 
kugeliger Gestalt sind. Die Zellen sind in besserer Annaherung als 
totationsellipsoide aufzufassen. Bei der Torulazelle mibBt die langer: 
Achse etwa 7 bis 8 u*, die kiirzere 5 bis 5,5 u, bei der Bierhefenzell 
etwa 10 4 bzw. 7 u. Beziiglich Fall I (orthogonale Packung) clic 
Ellipsoide liegen dementsprechend achsenparallel und beriihren. sic] 
rechtwinklig — wiirde sich nichts andern. Der Quotient q, bliebe de: 
gleiche, namlich 


2 


42-a’*- 


qj 


Bei den Fall Il und Fall III entsprechenden Ellipsoidhaufen 
kénnte die relative Raumdichte der Packung, wenn auch auf recht 
miihselige Weise, ebenfalls berechnet werden. Die Kenntnis der ent 
sprechenden Quotienten q* und q’ wiirde uns jedoch nichts helfen 


Wenn man namlich die Hefezellen grundsatzlich nicht als Kugeln. 


sondern als Ellipsoide aufzufassen gezwungen ware, dann wiirde sofort 
die Schwierigkeit auftauchen, daf man keine plausible Ellipsoidpackung 
mehr bevorzugen kann. Bei einer zufalligen Schiittung von Ellipsoiden 
ist im Gegensatz zu einer solchen von Kugeln augenscheinlich nicht 
mehr irgendeine regelmaBige Gruppierung, bei welcher die Ellipsoid- 
achsen parallel oder symmetrisch sind, die wahrscheinlichste. Die 
Ellipsoide werden vielmehr sozusagen ,,kreuz und quer liegen. Eine 
solche Lagerung ist ohne Angabe naherer Bestimmungen, die man 
eben auf plausible Weise hierbei nicht vorschreiben kann, mathematisch 
nicht mehr zu erfassen. Aus diesen Griinden miissen wir uns mit der 
ersten Annaherung — namlich die an und fiir sich ellipsoiden Hefezellen 
als Kugeln aufzufassen — zufrieden geben, falls wir nicht tiberhaupt 
auf eine (angendiherte) Lésung unserer Aufgabe verzichten wollen 
Ubrigens ist darauf hinzuweisen, daB sich die ,,.Kreuz- und Quer“- 
Lagerung der Ellipsoide als Lockerung der Raumdichte gegeniiber z. B 
der dichtesten Kugelpackung auswirkt. 

Als weiterer Einwand ist in Betracht zu ziehen, daB die nahe- 
rungsweise als kugelig angesehenen Hefezellen nicht starr sind, sondern 
sie kénnen unter gewissen Umstinden komprimiert und deformiert 
werden. Der durch die Komprimierbarkeit verursachte Effekt 
ist bei unseren Genauigkeitsanspriichen ohne Korrektur zu vernach- 
lassigen, denn die sehr kleine Kompressibilitit von Wasser — die Hefe- 


lu 10-4 em. 


t 
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zelle kann hier als ein mit Wasser gefiilltes Blaschen angesehen werden 

fallt bei den beim Abpressen oder Absaugen auftretenden Drucken 
mit Sicherheit nicht ins Gewicht. Anders ist es jedoch mit der 
méglichen Deformierbarkeit der Zellen. Diese kénnte sich unter Um- 
stinden sehr erheblich auf die Packungsdichte auswirken. Anschaulich 
klar wird der Sachverhalt sofort, wenn man plastische Kugeln z. B. 
aus weichem Lehm (also deformierbar, aber kaum komprimierbar) 
in eine Kiste hineindriicken wollte. Die Lehmkugeln wiirden dabei 
natiirlich ihre urspriingliche Gestalt verlieren und die entstehenden 
Klumpen wiirden sich immer dichter aneinanderschmiegen, bis schlieBlich 
im Grenzfall titberhaupt keiner der anfangs vorhandenen Zwickel unaus- 
gefiillt bliebe. Trotzdem an der Deformierbarkeit der Hefezelle grund- 
satzlich nicht zu zweifeln ist, diirften sich die Zellen beim Absaugen 
oder Abpressen nicht so verhalten wie die Lehmkugeln im obigen 
Beispiel. Man mu naimlich annehmen, da es praktisch deshalb zu 
keiner erheblichen Deformation kommt, weil die Hefezellen auch wahrend 
des Absaugens von Fliissigkeit umgeben sind. In Fliissigkeiten wirkt 
bekanntlich der Druck allseitig. Ahnlich einem in einer Fliissigkeit 
schwebenden Fliissigkeitstropfen, der auch unter Druck seine Kugel- 
gestalt beibehalt, wird also kaum eine erhebliche Deformierung der 
Zellen statthaben. Dieser Auffassung scheinen gewisse mikroskopische 
Bilder von Hefezellen zu widersprechen, auf denen man die Zellen 
etwa wie in einer Wabe nebeneinander liegen sieht, so daf man fast 
von sechseckigen Zellen sprechen kann. Méglicherweise kénnten diese 
sechseckigen Gebilde virtuell sein, denn mit dem gew6hnlichen Mikro- 
skop erhalt man ja nur eine ebene Anschauung, so da jene Erscheinung 
durch Uberschneidung der in verschiedenen Ebenen liegenden Konturen 
vorgetiuscht sein kénnte. (Stereoaufnahmen ?) SchlieBlich zeigt eine 
kleine Uberschlagsrechnung, da der Druck, dem eine Hefezelle z. B. 
beim Absaugen ausgesetzt ist, fiir gew6hnlich recht klein ist. Beim Ab- 
saugen der Hefe im Wasserstrahlvakuum erzielt man maximal rund 
latm., d.i. 1 kg/em?. Die Oberflache einer Hefezelle (Ellipsoid) ist 
angenahert : 


are sin 


\ a? 


a 


O kuipsoia y 2 3 -h h a) 


Fiir die Torula kann man die groBbe Achse a gleich 7 u, die kleine 4 
gleich 5 uw setzen. Die Oberflache Or einer Zelle berechnet sich zu: 


On 


orula 
lorula == 3,9 * 107° qem. 

Das bedeutet also, daB die gesamte Oberfliche jeder einzelnen Zelle 
beim Absaugen mit rund 4 mg belastet wird. Als Deformationskrafte 
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kommen tiberhaupt nur Bruchteile vom Gesamtdruck (Differenzbetrag: 
bei unsymmetrischer Belastung) in Frage. Wir sehen also, daB bei 
nicht sehr hohen Drucken der Deformierbarkeit wohl keine wesentliche 
Bedeutung eingeraumt werden muB. Soweit nun eine solche Deformation 
der Zellen doch noch praktisch eintreten sollte, wirkt sie sich als Ver- 
dichtung der Raumerfiillung aus. Dieser EinfluB ist der gemah 
Einwand 1] demzufolge durch die im Vergleich zum Kugelmodel| 
bedingte relative Sperrigkeit der Ellipsoide eine Lockerung der Packung 
eintreten mu aufgezeigten Konsequenz entgegengesetzt gerichtet. 
Es zeigt sich also eine (zumindest teilweise) Kompensation der Fehler, 
so daB die Divergenz zwischen Modellvorstellung (Packung starrer 
Kugeln) und Wirklichkeit (Packung nicht starrer, ellipsoidischer Hefe- 
zellen) beziiglich unseres Zweckes gemildert wird und da® somit eine 
wohl brauchbare Annaherung unseres Modells als gegeben angesehen 
werden kann. 

Unter dieser Voraussetzung laBt sich folgende vorlaufige Rahmen- 
aussage machen. 

I. Da es keine dichtere als die oben durchgerechnete Kugelpackung 

my J 
gibt, kann dus Eigenvolumen der Hefezellen den Naherungswert von 3) 2° 
d.i. 74% des PreBkuchenvolumens, nicht oder nur wenig tiberschreiten 
und die zwischencellulére Fliissigkeit muB also mindestens etwa 26%, 
des PreBkuchenvolumens ausmachen. 

Bemerkungen: 1. Der giinstige Umstand, dai die Quotienten q vom 
Durchmesser! und von der Anzahl der Kugeln unabhangig sind, erspart 
hier die genaue Kenntnis der wirklichen Abmessungen sowie der Anzahl 
der Hefezellen und macht unsere Aufgabe eigentlich erst praktisch lésbar. 
Kurz mu darauf hingewiesen werden, daB der in der obigen Rechnung 


vollzogene Grenziibergang 


> 
lim <i" Kugel 


0 eS 


seine Berechtigung behalt, obgleich die Anzahl der Hefezellen natiirlich 
nicht streng co sein kann. Bei den RaumgréBen, mit denen wir es in prakti- 
schen Fallen zu tun haben, namlich Mehr- und Vielfache von 1 ccm, ist 
die Anzahl der darin befindlichen Zellen fast unvorstellbar groB. Sind doch 
in einem einzigen cem etwa 10° Zellen vorhanden. Mathematisch formuliert 
ist. z. B. 


(n+ 2)-(n+1)-n (10% + 2) (109+ 1)- 10° 0 


ogee Ree ie \6)3 (10° — 1 + )6)8 


i> « 


! Das bedeutet natiirlich nicht, daB die Kugeln unter sich verschieden 
groB sein diirften, ohne daB sich die Quotienten qg andern. Im iibrigen 
sind bei ,,ausgereifter‘‘ Hefe die einzelnen Zellen nahezu von gleicher GréBe, 
so daB in dieser Beziehung keine Schwierigkeiten auftauchen. 
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Man benétigte mindestens neunstellige Logarithmentafeln, um diesen 
zgweiten Bruch bzw. die Differenz zahlenmaBig ausrechnen zu kénnen 
2. Die Gleichsetzung: Zwischenraum der Zellen zwischencellulare 
Flissigkeit ist an und fiir sich nicht selbstverstandlich, weil eingewendet 
werden kénnte, daB die Zwickel zwischen den Zellen im PreBkuchen még- 
licherweise teilweise durch Gasblaischen ausgefiillt sein kénnten. Aber 
gerade bei der Torula ist dieser Einwand offensichtlich bedeutungslos 
Als technisch-praktische Konsequenz ergibt sich also, daB sich 
nur sehr schwierig und durch Anwendung aufbergewohnlicher Matb- 
nahmen (z. B. Deformierung der Zellen durch hohe Drucke beim Ab- 
pressen u. a.) eine PreBhefe erzielen laBt, welche weniger als rund ein 
Viertel des PreBhefevolumens an zwischencelluldrer Kapillarfliissigkeit 
enthalt. 
Die vorstehenden Cberlegungen erlauben aber dariiber hinaus 
noch speziellere Aussagen. 
Zwischen Trockensubstanzgehalt und zwischencellularer Kapillar- 
fliissigkeit bei ein und derselben Hefe gilt folgende Beziehung: 
>> Spe tt , Spe t’-Sp,—t (4) 
q : Lg’ + ; , ) 
Spy -f T Spr Spt T 
oder angenahert : 
” y"" t’ te i , t’ 
q ~Spr re a Bete (4a) 
wobei Spx bzw. Spx die spezifischen Gewichte der Hefekuchen, t’ bzw. t” 
den Trockensubstanzgehalt derselben, q’ bzw. q’’ den Anteil Kapillar- 
wasser vom Gesamtvolumen derselben und S,,; bzw. 1 das spezifische 
Gewicht bzw. den Trockensubstanzgehalt des Kapillarwassers bedeutet. 
Beweis: Der durchschnittliche, wahre Wasser- bzw. Trockensubstanz- 
gehalt der Hefezellen selbst also ohne zwischencellulire Kapillar- 
fliissigkeit ergibt sich aus folgendem: 


100 ccm HefepreBkuchen wiegen LOO - Spr £ 


OO... fe enthalten 100- q cem 100-q- Sp & Kapillar 
fliissigkeit, 
100, e enthalten also: 100- Spx 100-q-S,,¢ Hefe- 


zellsubstanz. 


Trockensubstanzgehalt des HefepreBikuchens: ¢ 
der Kapillarfliissigkeit: 7° 


Also in 100-Spyg PreBkuchen: Spx -tg Trockensubstanz, wovon 
q:tg Trockensubstanz aus der anhaftenden Kapillarfliissigkeit her- 
stammen. 

Also wahrer Trockensubstanzgehalt der Hefezellen selbst : 
Sprel -G-t (rm 


Pe 100+ 
S ao 
PK — "°F 








46) 
Angenahert (vgl. unten) 
Tw x 100- ruir 0 
Tw = Taps —g_ fiir t = 
PK ‘ile ¢ 
In zwei Portionen der gleichen Hefe z. B. sei eine Portion ab 
gvesaugt, die andere abzentrifugiert worden sei der Trockensubstanz 
gehalt ¢) bzw. #’’°,, der Anteil der anhaftenden Kapillarfliissigkei' 
vom Gesamtvolumen q’ baw. q’’, das spezifische Gewicht Spx bzw. S‘p, 
so laBt sich Ty, der wahre Trockensubstanzgehalt der Hefezellen, na 
der vorstehenden Gleichung jeweils berechnen: 
eina 


Spr t’- -q’: T 


, LOO 0 Qi sich 
Ver 


, 


S 


T yew 
- 100 8 
0 hev 





wur 
Ku; 


Liic 


(nach Definition 


wie 

Wir bringen die Gleichung in die Form q”’ 
Was 
Spl “Spr ‘tT Spg— "(Ser Spge et — Spr: kue 
° q Sp ‘Spx a q’’ (<- Spx -t-Syp): glei 

qt Sp — Sp Spt +q° -Sp°T) 

‘Spg(t’ —t) —q' Spr lt 
Spgs (t” —t)—q' + Spx: (tS py — 0) 


t- Spx —Spi Spr: 


? 


‘Spy *): star 


des 
_ Spe ts Sp —t (4 lieg 
.. oe , } vor; 
Spx Spl - 3 ne : 
lor 
, ” ) Pro 

Da es nur darauf ankommt, q’ und q’’ auf ganze Prozente genau 
zu ermitteln, 14Bt sich diese exakte, aber recht umstandliche Forme! abg 
des 
abt 


min 


erheblich vereinfachen: 


1. t, der Trockensubstanzgehalt der zwischenzellularen Fliissigkeit, 
ist bei endverheften Wiirzen fiir gewohnlich im Vergleich zu t/ und ¢ 
gering (vgl. weiter unten) und kann deshalb vernachlassigt werden. bis 

2. Sy), das spezifiseche Gewicht der Kapillarfliissigkeit ist demgemia) Pre 
fast gleich 1. (1 - Spy 1,01.) 24." 

3. Da im Bereich von (t’, t’’) ~ 15 bis 24°, die spezifischen Gewicht Inst 
der HefepreBkuchen nur etwa um | bis 2° voneinander abweichen, ist Tor 
Spr 

x 1. 


Spr 
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Als Naherungsformel ergibt sich also: 
(4a) 


Nach dieser Gleichung laBt sich also der Anteil der Kapillarfliissigkeit vom 
Gesamtvolumen des PreBkuchens von beliebigem Trockensubstanzgehalt 
hberechnen, sofern in einem einzigen Falle fiir ¢’ der zugehérige Wert q’ 
bekannt ist. Eime solche Zuordnung ist auf Grund der obigen Modell- 
betrachtungen tatsachlich mdéglich. 


Wenn man namlich voraussetzt, daBb die Hefe-,,Kiigelchen™ an- 
einander vorbeigleiten kGnnen — was zweifelsohne der Fall ist —, so wird 
sich schlieBlich bei der durch das Absaugen oder Abpressen bedingten 
Verdichtung der Hefesuspension eine Anordnung im stabilsten Gleich- 
gewichtszustand mit maximalem Wabhrscheinlichkeitsgrad, d.h. also 
bevorzugt, einzustellen suchen. Wie schon weiter oben ausgefiihrt 
wurde, ist dieser stabilste Gleichgewichtszustand in der dichtesten 
Kugelpackung in der, wie erinnerlich, die Kugeln samtlich ,,auf 
Liicke** gepackt sind — realisiert. Fiir diese Packungsweise betragt q’, 

os 
wie bewiesen, 3)2 ~ 0,26... Deshalb ist der Anteil an Kapillar- 
wasser in einem ,,vollstdndig’ abgesaugten oder abgeprebten Hefe- 
kuchen, der angenahert eine dichteste Kugelpackung darstellt, etwa 
gleich 0,26 vom Gesamtvolumen des HefepreBkuchens zu setzen. 


Die Frage nach dem Trockensubstanzgehalt eines solchen ,,voll- 
standig abgepreBten Hefekuchens |aBt sich empirisch hinreichend zu- 
verlassig und genau beantworten. Beim Absaugen einer Hefesuspension 
auf der Nutsche unter Vakuum erreicht der Trockensubstanzgehalt 
des PreBkuchens einen gewissen oberen Grenzwert, der bei 25 bis 26°, 
liegt. Bei einem diesbeziiglichen Kontrollversuch wurde in der Weise 
vorgegangen, dafi eine in Bergius-Holzzuckerlésung selbstgeziichtete 
Torulahefe (Rohproteingehalt 56,8°,) wiederholt nach Absaugen und 


0 


Probenahme in ihrer Ziichtungsfliissigkeit wieder suspendiert und 


abgesaugt wurde. Das ,,Trockensaugen" worunter hier das Absaugen 
des schon verfestigten Hefekuchens, der nur noch wenig Fliissigkeit 
abtropfen laBt, in der Nutsche verstanden wird — dauerte dabei 
mindestens 2, héchstens 3 Stunden (Dicke des PreBkuchens etwa 1,5 
bis 2em). Die jeweiligen Trockensubstanzgehalte der so gewonnenen 
PreBkuchen derselben Hefe schwankten in den sehr engen Grenzen von 
24.7 und 25,1°%. Aus dem reichhaltigen Ziichtungsmaterial unseres 
Instituts sei eine Serie von 36 aufeinanderfolgenden Ziichtungen von 
Torula in Glucose bzw. Bergius-Holzzuckerlésung nach dem Standard- 
verfahren von Fink, Lechner und Krebs in der folgenden Tabelle wieder- 
gegeben. 








I. Just: 


Tabelle II. 





Torula geziichtet in Holz- Torula geziichtet in Glucose- Torula geztichtet in Glucos 
zuckerl6sung, etwa 2 —4 Std. lésung, etwa 15—18 Std losung, etwa 2—4 Std 
trockengesaugt trockengesaugt trockengesaugt 


Trocken- Rohprotein- Trocken- Rohprotein- Trocken- Rohprotei: 
substanzve halt gehalt substanzgehalt gehalt substanzg¢ halt gehalt 
0 ‘ 0 0 0), 0 0 
50,6 
54,3 
53,2 
54,0 
52,0 
50.4 
59,0 
53.8 
51.8 
51,9 
52.6 
56,0 


53,6 26,4 
57,2 25,0 
55,8 25,3 
58,4 26.6 
56,9 26,1 
57,0 25.8 
62,5 24,7 
57,5 25,3 
55,0 25.0 
53,8 25,0 
54,4 24,8 
58,4 25,1 


Net OO a} So Ono 


. 
— WS 


9 PO bo bo 


Co Oo OO Oe 


Lo PO PO bo PO OS DO NO b 
~1-3 


Ot OO 


Daraus ist zu ersehen, da die Trockensubstanzwerte ziemlich eng 
um 25° streuen. Selbst wenn das Absaugen tiber 15 bis 18 Stunden 
ausgedehnt wurde, wurde dieser haufigste Wert nur um 1,6, iiber- 
schritten. Gemaf unserer obigen Rahmenaussage | miiBte der Maximal- 
wert 26,6°, der Trockensubstanzgehalte der dichtesten Kugelpackung 
zugeordnet werden, Dabei ist aber zu bedenken, das durch das 15- bis 
lSstiindige offene Stehen (unter Druck) des PrefBSkuchens in der Nutsche 
eine sekundir bedingte Erhéhung der Trockensubstanzwerte 1. durch 
Verdunstung und 2. durch die unter solchen Bedingungen sicherlich 
schon merkliche, oben naher diskutierte Deformation der He fezelien 
somit eine relativ zur dichtesten Packung starrer Kugeln dichtere 
Raumausfiillung — eintritt. Aus diesem 2. Grunde kommen auch die 
mitunter héheren Trockensubstanzwerte der in der Filtertuch-Hefe- 
presse unter hohen Drucken abgepreBten Hefekuchen nicht in Betracht. 
AuBerdem ist in diesem Zusammenhang darauf hinzuweisen, dab sich 
nach den reichhaltigen Erfahrungen in unserem Institut sehr eiweiBarm: 
Torulahefen (Rohproteingehalt z. B. nur 20 bis 30°.) miihelos bis zu 
einem abnorm hohen Trockensubstanzgehalt von 40 bis 45°, absaugen 
lassen. Diese Tatsache spricht aber nicht gegen das Ergebnis unserer 
Uberlegungen. Folgerichtig miiBte man eben in einem solchen Falle 
der dichtesten Kugelpackung diesen viel héheren Trockensubstanzwert 
zuordnen. Die anomale Erscheinung selbst erklart sich wohl so, dats 
die abnorm eiweiBarmen Torulazellen im Vergleich zu den normalen 
eine viel geringere Quellung der Zellinhaltsstoffe und als Folge davon 
ein relativ sehr groBes spezifisches Gewicht und sehr hohen ,,wahren’ 
Trockensubstanzgehalt aufweisen. Am Aschengehalt, woran man 
zuerst denken wiirde, kann es nicht liegen, da auch unsere eiweiBarmen 
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Hefen keinen wesentlich erhéhten Glihriickstand zeigten. Bei den in 
Sulfitablauge geziichteten Torulahefen macht sich ein ahnulicher, zahlen- 
maBig*allerdings geringerer Effekt bemerkbar. Diese ,,Sulfitablaugen‘‘- 
Hefen lassen sich namlich unter den iiblichen Bedingungen bis zu einem 
Trockensubstanzgehalt von 27 bis 29°, absaugen. Tatsachlich haben 
diese Hefen auch einen relativ geringeren Eiweibgehalt in der Regel 
von etwa 40 bis 50°. Aus diesen Erwagungen ergibt sich fiir die Torula 
folgende zahlenmaBige Aussage: 


II. Die Anordnung der Torula-Hefezellen in einem HefepreBkuchen 
von etwa 25 bis 27°, Trockensubstanzgehalt entspricht angenihert einer 
dichtesten Kugelpackung, so daB darin der Anteil an zwischencellulirer 
Kapillarfliissigkeit rund 26°, des PreBkuchenvolumens ausmacht. 

Diese Zuordnung gilt gemaB der obigen Erérterung nur fia Torulahefen 
von etwa gleichartiger Zusammensetzung, insbesondere fiir soleche mit 
normalem Rohproteingehalt von 45 bis 58°,. Fi Torula, die in Glucose- 
und Holzzuckerlésungen geziichtet wurde, ist die untere Grenze von 25 
fir ,,Sulfitablaugen**-Hefe die obere Grenze von 27°,, Troeckensubstanz- 
gehalt zugrunde zu legen. 

Mit der obigen Zuordnung (t’ = 25 bis 27 °,, Trockensubstanzgehalt, 
q’ = 26°, Kapillarfliissigkeit) kann man nun die friiher entwickelte 
Formel (4a) benutzen: 

me 7 t’ e 
q ~ Spe (1 r ) a bor ae (4a) 
und damit fiir einen beliebigen Trockensubstanzwert ¢’’ den zugehérigen 
Anteil q’ an Kapillarfliissigkeit berechnen. Das Ergebnis dieser Rech- 
nung und damit die rechnerische Lésung der gestellten Aufgabe ist in 
der folgenden Tabelle ILL zusammengestellt. 


Tabelle ILI. 





Anteil der zwischencelluliren Fliissigkeit 


Trocken- in 9/5 des PreBkuchenvolumens in °/) des PreGkuchengewichts 
eubstanagehalt | a oe 
ect. Holzzucker- und 
Glucosehefen 


Holzzucker- und 


Sulfite ugehef 
Glucosehefen Sulfitablaugehefen 


Sulfitablaugehefen 


18 49 53 46 
19 16 49 13 
20 42 47 40) 
21 38 44 35 
29 36 41 33 
23 33 38 30 
24 29 35 27 
25 26 32 24 
26 23 29 21 
27 20 26 17 
28 16 23 14 
29 13 20 1] 
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F. Just: 


Eine Hefe von 18°, Trockensubstanzgehalt z. B. wie sie beim 
Zentrifugieren der Ziichtungssuspension fiir gewOhnlich anfallt 
enthalt also rund die Halfte, eine abgepreBte Hefe von 25 bis 26‘ 
Trockensubstanzgehalt rund ein Viertel des Gesamtvolumens = an 
zwischencellularer Fliissigkeit. Der Abfall (von 50 auf 25°) des Ge 
haltes an Kapillarfliissigkeit ist also wesentlich steiler als der Anstiey 
des Trockensubstanzgehalts (von 18 bis 26°). In diesem Zusammenhanyg 
sei auf das ahnliche Verhalten der folgenden praktisch wichtigen Funk 
tion W, hingewiesen. Vom technischen Standpunkt interessiert namlich 
die Gesamtwassermenge W,,, die aus abgeprebter oder dickbreiiger Heft 
EiweiBschlempe u. a. vom Trockensubstanzgehalt p°,, verdampft werden 
mu, um jeweils die gleiche Menge (z. B. 100 kg) des fertigen Trocken 
gutes vom Trockensubstanzgehalt P°, (~ 100°) zu erhalten. Ist p° 
der anfangliche -Trockensubstanzgehalt, so miissen P — p Wasser 
100 

I 
zu erhalten. Also ist die zu verdampfende Wassermenge W, bezogen 
auf 100 kg Trockengut: 


o " pP rr rT 
verdampft werden, um , kg Trockengut von P°, Trockensubstanz 


P- P ete 
ne 


Die technisch- und handelsiibliche Trockenhefe hat einen Trocken 
substanzgehalt von etwa P = 90°, demgema ist 


90 — p 
Rex: 


Wo) = 90° 


Einige Wertepaare von Wg. und Wyo9 seien angegeben: 





W 90 Wioo Wo Wioo 


kg Wasser kg Wasser 


8010 9900 20 315 400 

1530 1900 25 234 300 

720 900 30 180 230 

450 567 40 113 150 

360 456 50 72 100 
Es lohnt sich also, z. B. eine abgeschleuderte Hefe von etwa 18°, 
Trockensubstanzgehalt auf z. B. 30°, Trockensubstanz abzupressen, 
denn im ersten Falle sind fiir je 100 kg Trockengut (90°,ig) 180 kg 
Wasser mehr (d.i. 100°, mehr) zu verdampfen als im zweiten. Oder 
z. B. bei der EiweiBschlempe, die fiir gew6hnlich etwa 6 bis 8 °,, Trocken- 
substanz enthalt, wiirde eine Anreicherung auf z. B. 25°, bedeuten, 
daB an Stelle von 1260 bis 923 kg Wasser nur noch 234 kg zwecks Her- 
stellung von 100 kg Trockengut (90°,ig) zu verdampfen waren. Die 
Energieersparnis (Verdampfungswirme) kann also sehr betrachtlich 
sein und die Leistung des (Walzen-)Trockners wiirde bei gleichbleibender 
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Kapazitat um mehrere 100 °, gesteigert werden kénnen. Die Funk- 
tion Wyo, von der im vorstehenden ebenfalls einige Wertepaare an- 
gegeben sind, gibt auBerdem Aufschlu8 dariiber, welche Fliissigkeits- 
mengen bei dem jeweiligen Trockensubstanzgehalt (p°,) des NaBfutter- 
mittels, bezogen auf 100 kg Trockensubstanz (100° ig), bei der Ver- 
fiitterung den Organismus passieren miissen bzw., in anderer Hinsicht, 
welcher Fliissigkeitsballast mitverfrachtet werden muBb. 

Nach dieser Abschweifung sei abschlieBend bemerkt, dai das 
in Tabelle Ill explizite angegebene Endresultat der rechnerischen Er- 
mittlung des Anteils an zwischencellulirer Flissigkeit in einem Hefeprep- 
kuchen vollauf bestdtigt wird, worauf am SchluB des folgenden Ab- 
schnittes noch naher eingegangen werden wird. 


B. Experimentelle Bestimmung der zwischencellularen Kapillarfliissigkeit. 
Frl. W. Hénisch. 


Versuche gemeinsam mit 





Das vorstehende rechnerische Ergebnis bedarf als Naherungs- 
lédsung mit gewissen Beschrankungen natiirlich einer experimentellen 
Bestatigung, wobei allerdings schon jetzt darauf hinzuweisen ist, dab 
auch die Ergebnisse der zur Verfiigung stehenden MeBmethode wiederum 
der Bestatigung durch die obige Rechnung bediirfen. 

Eine tibliche Bestimmung der Trockensubstanz von abgeprebter 
Hefe zur Feststellung der zwischencellularen Fliissigkeit fiihrt natiirlich 
nicht zum Ziele, da ja der ,,wahre Wassergehalt** bzw. der ,,wahre 
Trockensubstanzgehalt** selbst nicht unabhangig von der Rechnung 
bekannt ist. Entsprechende Schwierigkeiten tauchen auf, wenn man 
die Kapillarfliissigkeit im HefepreBkuchen aus dem spezifischen Gewicht 
zu ermitteln versucht. GemaB dem folgenden Ansatz [Gleichungen (6a) 
und (6b)] ergibt sich in Gleichung (6) und (7) eine direkte Beziehung 
zwischem dem Anteil an zwischencellularer Fliissigkeit und den spezifi- 
schen Gewichten. Es ist namlich: 

Gewicht des HefepreBkuchens Gewicht der Hefezellen + Gewicht 
der Kapillarfliissigkeit. 
Vex Spx = Vua-Suy + Vey: Spr. (6a) 
|VpxK Volumen des HefepreBkuchens. 
Spx = spezifisches Gewicht des HefepreBkuchens (= ,,scheinbares* 
spezifisches Gewicht der Hefe). 
Vi = Volumen der Hefezellen. 


Sy spezifisches Gewicht der Hefezellen (,,wahres" spezifisches Gewicht 
der Hefe). 

Vei Volumen der extracelluliren Fliissigkeit. 

Sr spezifisches Gewicht der extracelluléren Fliissigkeit.] 


Volumen des HefepreBkuchens Volumen der Hefezellen + Volumen 
der extracellularen Fliissigkeit. 
Vr. 


VpK Via 






(6b) 
4* 

















IF, Just: 


Substituiert man in (6a) Vy durch V px — Ve; nach (6b), so erhalt man 
schlieBlich : 
i Me 
Vier = Veg: a, (6) 
Sn ri 

In (6) sind die GréBen V px, Spx und Sp, pyknometrisch ohne weiteres 
zu bestimmen, wihrend S;,, (das wahre spezifische Gewicht der Hefe- 
zellen) unbekannt ist. Die Gleichung (6) enthalt also zwei Unbekannte, 
nimlich Vj; (das fragliche Volumen der anhaftenden Kapillarfliissigkeit 
und eben S,, weshalb sich aus (6) das gesuchte Vy, nicht ausrechnen 
laBt. Nun ist man verfiihrt zu glauben, daB man durch zweimalig« 
Bestimmung von Vpx, Spx und S;; an zwei Hefen mit verschiedenem 
Wassergehalt eine zweite Bestimmungsgleichung zu (6) erhalten kénnte 
Man hatte dann zwei lineare Gleichungen mit zwei Unbekannten, aus 
denen sich das gesuchte V,,; einfach berechnen lieBe. Dem ist aber 
nicht so, denn es laBt sich ohne Schwierigkeit zeigen, dab die so erhaltenen 
Gleichungen nicht voneinander uwnabhangig sind. 

Dieser Hinweis ist von Wichtigkeit, da die Verhaltnisse bei anderen 
physikalischen oder physikalisch-chemischen Eigenschaften (z. B. Leit 
fahigkeit, Dielektrizitaétskonstante u.a.), die man méglicherweise zu 
Bestimmung der Kapillarfliissigkeit heranziehen méchte, ganz ent 
sprechend liegen. Solange man nicht die diesbeziigliche Konstante 
bei den Hefezellen selbst kennt oder miBt, enthalt die Beziehungs 
gleichung immer mindestens zwei Unbekannte. Durch Variierung des 
Wassergehalts des HefepreBkuchens und Wiederholung der diesbeziig 
lichen Messung erhalt man keine weiteren unabhangigen Bestimmungs- 
gleichungen, die zur Ausrechnung der zwei (cder mehr) Unbekannten 
erforderlich waren. 

Die obige Beziehung (6): 


y y Sy —Spr 
Fi PK‘ 7 


H ~~ FI 


laBt sich in folgenden Ausdruck (7) umformen: 
H PK 


5,8 


S 
Fl 
und es bedeutet dann q - 100 den Anteil intercellularer Fliissigkeit in ‘ 
des Gesamtvolumens des HefepreBkuchens. Sofern man das wahr 
spezifische Gewicht S, der Hefe — das fiir jede Heferasse (normal 
Zusammensetzung vorausgesetzt) etwa konstant sein diirfte kennen 
wiirde, lieBe sich also q auf die GréBen Spx und S,, zuriickfiihren und 
demgema bequem berechnen. 

Welche Méglichkeiten stehen nun zur Bestimmung des wahren 

spezifischen Gewichts der Hefe zur Verfiigung ? Im Prinzip lassen sich: 
die diesbeziiglichen Verfahren entweder auf die Schwebemethede oder 
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auf die Senkungsmethode zuriickfiihren. la ersten Falle stellt man das 


spezifische Gewicht der Fliissigkeit, in welche die Hefezellen suspendiert 


werden, so ein, dab die Zellen standig in der Schwebe bleiben. Durch 
Verwendung der Zentrifuge wird die Methede empfindlicher und weniger 
zeitraubend. Im zweiten Falle, der Senkungsmethode, miBt man die 
Sedimentationsgeschwindigkeit, die nach dem Stokesschen Gesetz mit 
dem spezifischen Gewicht verkniipft ist: 


wobei v die Senkungsgeschwindigkeit, g die Erdbeschleunigung, r den 
Radius der kugeligen Teilchen, s das spezifische Gewicht derselben, 
s’ das spezifische Gewicht des Mediums und » den Koeffizienten der 
inneren Reibung bedeutet. 


Das Stokessche Gesetz setzt aber voraus, dal} die sedimentierenden 
Teilchen Kugelgestalt haben. Da diese Voraussetzung bei den Hefe- 
zellen im allgemeinen nicht zutrifft, liefert die Senkungsmethode hier 
nur mehr oder weniger grobe Annaiherungswerte. 


Die Schwierigkeiten bei der Schwebemethode sind anderer Natur. 
Man braucht dazu, wie erwahnt, eine Fliissigkeit von gleichem spezifi- 
schen Gewicht wie das der Hefe, welches etwa zwischen 1,10 und 1,12 
liegen diirfte. Wollte man zu diesem Zweck z. B. eine Zuckerlésung be- 
nutzen, dann miibBte diese etwa 24° ig bis 28°,ig sein. Selbst eine 
Bariumchloridlésung vom spezifischen Gewicht 1,10 bis 1,12 ware noch 
etwa 11 bis 12°,ig. Bei der Aufschwemmung von Hefezellen in solchen 
relativ konzentrierten Lésungen lauft man Gefahr, daB die Hefe selbst 
in Mitleidenschaft gezogen wird. Wenn man aggressive Stoffe von 
vornherein ausschlieBt, hat man vor allem mit osmotischen Effekten 
zu rechnen, deren Auswirkungen auf das spezifische Gewicht weder in 
ihrer Richtung noch in ihrem Betrage ohne weiteres angebbar und 
kontrollierbar sind. Gibt die Hefezelle z. B. Zellinhaltsfliissigkeit an 
die Suspensionsfliissigkeit ab, so schrumpft das Zellvolumen, wedurch 
das spezifische Gewicht im Vergleich zum normalen zu groB gefunden 
wird. In gleicher Richtung wiirde sich die Aufnahme des spezifisch 
schwereren gelisten Stoffes (z. B. Zucker, Salze, Ionen) auswirken. 
Umgekehrt wiirde sich das spezifische Gewicht der Zellen verkleinern, 
wenn durch Eintritt von Wasser in die Zelle, was allerdings unwahr- 
scheinlich ist, deren Volumen aufgeblaht wiirde. Bei Beriicksichtigung 
dieser Schwierigkeiten erscheint also auch die Schwebemethode zum 
mindesten als recht ungenau. Die Ermittlung der zwischencellularen 
Fliissigkeit in abgepreBter Hefe iiber das spezifische Gewicht mit Hilfe 
der oben entwickelten Gleichungen (6) oder (7) muB deshalb aufgegeben 
werden. Eine eingehendere kritische Besprechung dieser Methoden, 
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die vor allem zur Bestimmung des spezifischen Gewichts von Bacterieu 
angewendet worden sind, haben H. Leontjew! sowie D. Ruffili*® gegeben. 

Von D. Ruffili (1. ¢.) wurde jedoch ein prinzipiell neues, gewisser- 
mafen inverses Verfahren zur Bestimmung des wahren spezifischen 
Gewichts von Bacterien angewendet, das namlich direkt den Anteil 
an Kapillarfliissigkeit liefert, woraus das gesuchte wahre spezifische 
Gewicht errechnet wurde. Der mathematische Zusammenhang wird 
sofort klar, wenn man Gleichung (7) nach S,, auflést: 


SH — Spk 
SH — Sri 


SH erst (Spx — °K): (ia 


Die Methode von Ruffili, die, wie schon erwahnt, q direkt, Sj, 
rechnerisch ermittelt, beruht auf folgendem Prinzip. Setzt man einer 
Aufschwemmung von Bacterien eine Lésung einer geeigneten Substanz 
zu, so wird die urspriingliche Konzentration der zugesetzten Lésung 
durch die Verdiinnung mit dem Dispersionsmittel der Bacterien ver- 
ringert. Aus der Konzentrationsverschiebung laBt sich das Volumen 
des Dispersionsmittels berechnen. Die zugesetzte Substanz mub folgende 
Anforderungen erfiillen: 1. sie muB eine sichere quantitative Bestimmung 
gestatten; 2. ihr Zusatz darf das Eigenvolumen der Bacterien nicht 
verandern: 3. sie darf von den Teilchen selbst weder adsorbiert, noch 
sonst auf eine Weise aufgenommen werden. Fiir die Untersuchungen 
von Bacterienaufschwemmungen erwies sich das kéiufliche Haimoglobin 
als gut geeignet. Es ist leicht kolorimetrisch bestimmbar, chemisch 
indifferent und von hohem Molekulargewicht, so da es praktisch 


weder in die Zellen diffundiert noch osmotische Anderungen hervorruft. 
Ruffili zeigte durch besondere Versuche, da auch eine Adsorption 


in st6érendem Ausmabe nicht vorliegt. 

Dieses Verfahren wurde von K. Silbereisen® auch zur Bestimmung 
des spezifischen Gewichts von Bierhefe herangezogen, welches er mit 
guter Reproduzierbarkeit (Bierhefe, Rasse U der Hochschulbrauerei, 
Berlin) zu 1,12179* als Mittelwert ermittelte. Der Verfasser bestitigte 
dabei die gute Brauchbarkeit der von Ruffili angewandten Methode. 

Das Prinzip dieses von Ruffili bei Bacterienaufschwemmungen 
und von Silbereisen bei Bierhefe zu anderen Zwecken angewendeten 
Verfahrens wurde nun auch zur experimentellen Bestimmung der 
zwischencellulairen Fliissigkeit in abgepreBter Torula benutzt. Es wurde 
folgendermaBen durchgefiihrt : 

! Centralbl. f. Bakt., I. Abt., 107, 308, 1928. — ® Diese Zeitschr. 263. 


63, 1933. — 3 Wochenschr. f. Brauerei 58, 340, 1936. — * Die vierte und 
fiinfte Dezimale diirfte unsicher sein. 
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Abgeprebte oder dickbreiige Torulahefe wurde mit einer Hamo- 


globinlésung verriihrt und die Suspension in ein Pyknometer iibergefiihrt. 


Nach Einstellung und Wagung des so gefiillten Pyknometers wurde 
dessen Inhalt in einen Zentrifugenbecher entleert, gut umgeriihrt und 
unter VerschluB abzentrifugiert. Die iiberstehende Hamoglobinlisung 
wurde nochmals filtriert und das Filtrat im Kolorimeter mit der 
urspriinglichen Hamoglobinlésung verglichen. 

Herstellung der Hédmoglobinlésung. Die nach Beendigung der 
Ziichtung abzentrifugierte Ziichtungsfliissigkeit wurde durch Zusatz 
von kristallisiertem NasHPO,-12 H.O auf ein pu von etwa 7.5 
gebracht (es geniigten meist 3 bis 5g¢/200 cem), aufgekocht und iiber 
Kieselgur blank filtriert (Filtrat A). Zu 200 cem des blanken Filtrats 
wurden etwa 1,5¢ kaufliches Haimoglobin gegeben. Nach etwa ein- 
stiindigem Schiitteln wurde vom nicht gelésten Haimoglobin abzentri 
fugiert und filtriert. Das spezifische Gewicht dieser klaren Haimoglobin- 
lésung wurde bestimmt. 

Bemerkungen: 1. Der kolorimetrische Vergleich schien anfangs nicht 
durchfiihrbar, da namlich die mit der Hefe behandelte Hamoglobinlésung 
selbst nach acht- bis zehnmaligem Auswaschen der Hefe mit dem blanken 
Filtrat A immer noch merklich getriibt war, so da} beim Kolorimetrieren 
natiirlich die Ablesungswerte verfalscht wurden. Es gelang aber schlieBlich, 
diese Stérung vollkommen auszuschalten, als wir die Torula ohne jede 
Garfettzugabe ziichteten. Die Waschwasser waren in diesem Falle nach 
zwei- bis dreimaligem Auswaschen nicht mehr getriibt. 

2. Eine weitere Stérung ergab sich dadurch, dai die Torula gegen 
zu alkalisches Milieu, wie es bei der nach Vorschlag von Ruffili mit NaHCO, 
bereiteten Hiamoglobinlésung auftritt, anscheinend zu empfindlich ist. 
Vermutlich trat entweder zu starke Autolyse der Zellen ein oder sie wurden 
fiir Hamoglobin irgendwie aufnahmefahig. Jedenfalls ergaben die Messungen 
unwahrscheinlich hohe Werte fiir den Anteil der zwischencellularen Fliissig- 
keit im HefepreBkuchen. Diese Schwierigkeit wurde durch die Pufferung 
der Hamoglobinlésung durch Zusatz von Na, HPO, an Stelle von NaHCO,, 
durch mdglichst rasches Arbeiten und méglichst niedrige Temperatur beim 
Zentrifugieren usw. behoben. 

3. Durch Verwendung der geklarten Originalziichtungsfliissigkeit als 
Wasch- und Lésungsmittel wurden irgendwelche osmotische Einfliisse 
praktisch ausgeschaltet, da ja die Hefe von vornherein mit ihrer Ziichtungs- 
fliissigkeit im ocsmotischen Gleichgewicht stehen mubte. 

Als ausfithrlichere Beschreibung des Vorgangs sei folgendes Beispiel 
angegeben und durchgerechnet. 

Ohne Garfettzugabe mit Glucose als C- Quelle, wie iiblich ge- 
zichtete Torula wurde mehrmals mit der eigenen Ziichtungsfliissigkeit 
die wie oben beschrieben gepuffert und geklart wurde ausgewaschen, 
bis die letzten Waschwasser nicht mehr getriibt waren. Nach dem 
Aufriihren mit dem letzten Waschwasser wurde die Hefe abgesaugt. 
Der HefepreBkuchen hatte einen Trockensubstanzgehalt von 23,03 °,. 
Darauf wurden die beiden Einwaagen fiir eine Doppelbestimmung mit 
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soviel der vorher hergestellten Hamoglobinlésung (s. oben) angerihrt, 
da die Pyknometer mit der Hefesuspension gefiillt werden konnten, 
wobei sorgfaltig darauf geachtet wurde, daf sich keine Luftblaschen 
einschlichen. Die Pyknometer (50 cem) wurden mit weiterer Hamo- 
globinlésung ordnungsgema® gefiillt und gewogen. Danach wurde 
jeweils der Pyknometerinhalt in ein Zentrifugenglas entleert, sorgfaltig 
vermischt, abzentrifugiert und die tiberstehende Lésung filtriert. Das 
Filtrat wurde im Kolorimeter mit der urspriinglichen Hamoglobinlésung 
verglichen. 





Doppelbestimmung 


Ausrechnung 


» 


Hefeeinwaage 24,702 | 26,772 
Pyknometer + Hefe + Hamoglobinlésung 77 78,621 
Pyknometer leer 25,413 | 25,260 
also Hefe + Hamoglobinlésung : 52,361 g 
Gewicht der Hamoglobinlésung 27,779 2 25,589 g 
Spezifisches Gewicht der Hamoglobinlésung 1,0198 0 1,0198 0 
also Viam Volumen der Hamoglobinlésung ... 27,240 eem =. 25,093 ecm 
Wassergewicht des Pyknometers 50,031 49,794 
minus Vyam = Volumen der abgepreBten Hefe .. 22,791 24,701 
also scheinbares spezifisches Gewicht der PreBhefe 1,0838 (5) 1,0838 (5) 

Ist der Quotient der Kolorimeterablesungen @,, Vy,;,, das Volumen 
der zugesetzten Hamoglobinlésung und V, das gesuchte Volumen der 
in der PreBhefeeinwaage verbliebenen zwischencelluliren Kapillar- 
fliissigkeit, so gilt: 

V Him T Vy 


Sib ) : Si 
V nim Was (a >I) ooh 


t 


Vs Vinam (Q4 ‘ ] ). (5) 
Im obigen Beispiel betrug der aus etwa zehn Einzelablesungen 
erhaltene Mittelwert: 
Q, = 1,275; 4 = 1,317. 
Demnach ist gemaB Gleichung (8): 
Vi, = 27,240 - 0,275 cem: , = 25,093 - 0,317 ecm: 
7,491 com; 7,954 ccm; 


in °, des Gesamtvolumens der Prephefe: 


0 
q’ = 32,9%; q'’ = 32,2 %. 
Die Ubereinstimmung zwischen gefundenem und mit Hilfe der ,,dichtesten 
Kugelpackung* berechnetem Werte ist also recht gut. 
Das wahre spezifische Gewicht der Torula Sy berechnet sich nach 


Gleichung (7a) zu: 


l—q 
1,115 (3): Sy 1,114 (2). 


Su ‘(Spx — 9° Spi), 
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Da die Ablesungen am Kolorimeter bzw. die Ablesungsquotienten () , 
allerhéchstens auf drei Stellen hinter dem Komma als genau angesprochen 





werden kénnen, ist auch S;, héchstens auf drei Stellen genau anzugeben. 





Die obigen Ergebnisse zeigen demgema eine zu erwartende Abweichung 





von etwa 1 in der dritten Dezimale. 









Aus den gewonnenen Daten laBt sich auch der durchschnittliche 






wahre Wasser- bzw. Trockensubstanzgehalt der Torulazellen ermitte!n: 





Spr-t 

in PK 

Ty = 100- = —. 0 
SPK—- 9° OF! 


Tw = 33 %. 


(Sa) 











Der wahre Trockensubstanzgehalt der verwendeten Torula liegt 


also hier bei rund 33°,, der wahre Wassergehalt demgemaB bei 67 °,. 






Diese Werte und das oben ermittelte wahre spezifische Gewicht der 
Torula (Sy 
des HefepreBkuchens und zum scheinharen spezifischen Gewicht der 





1,1147) sind im Gegensatz zum variablen Wassergehalt 






abgepreBten Hefe fiir die normale Torula definitionsgemaB Konstanten. 






Durch Vergleich dieser an verschiedenen Untersuchungsproben experi- 





mentell gefundenen mit den nach vorstehendem Verfahren errechneten 
Werten ergibt sich also eine leichte Kontrollméglichkeit 






beziiglich 






¥ P e a F 
Ubereinstimmung der erhaltenen Ergebnisse. 






In der folgenden Tabelle LV sind die experimentellen und rechneri- 






schen Befunde zum Vergleich zusammengestellt. 









Tabelle IV. 









Anteil der 










i : Kapillar- W ahre 
Trocken- Spes. Gew. Spez. Gew. fliissigkeit Wahres Prock« n- 
Lfd. Nr substanz- des PreB- der in J, des spez. Gew. substanz 
Aigher gehalt wechann Ziichtungs- PreBkuchen- der Torula- der Torula- 
in fliissigkeit volumens zellen zellen 
t %o SpK Spy gef. ber. * Su NW T 



































* Vgl. Tabelle III. 








Mittel: 











1,1158 


l 19,31 1.0741 1,0099 39.4 44 1,1158 31% 
2 19,56 1,0723 1,0101 10,7. 44 1,1149 32 % 
3 20,08 1,0730 1,0094 40,4 $2 1,1161 33 % 
4 21,43 1.0765 1,0071 56,56 | ° 37 1,1140 32% 
5 22,50 1,0815 1,0109 34,1 34 1.1176 33 % 
6 23,03 1,0858 1,0198 32,5 32 1,1148 33 % 
7 23,42 1,0852 1,0145 31,2 | 3) 1,1172 34% 
8 23,52 1,0853 1,0098 30,0 31 1,1174 33% 
9 24,00 1,0861 1,0062 25,7 | 29 1,1132 32 % 
10 24,06 1,0835 1,0099 28,2°| 29 1,1167 33 % 
1] 24,26 1,0855 1,0045 27,6 28 1.1166 33 % 
12 24,31 1,0878 1,0085 26,4 28 1,1152 33% 
13 25,01 1,0871 1,0075 26,8 26 1,1162 33 % 
] 25.45 1,0884 10103 25,3 25 1.1157 33 F 
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Die Ubereinstimmung zwischen den errechneten und gemessenen 
Werten ist also erstaunlich gut. Eine Bestatigung der experimentellen 
Befunde war aus folgenden Griinden sehr notwendig. Bei der obigen 
Bestimmungsmethode muf{Z namlich vorausgesetzt werden, daB die 
kolorimetrisch gemessene Konzentrationsverschiebung ausschlieBlich 
durch die Verdiinnung mit der zwischencelluliren Fliissigkeit ver- 
ursacht wird und weiterhin, daB die Zellen selbst keine reelle oder schein- 
bare Volumenanderung bei der Ausfiihrung der Bestimmung erleiden 
Durch die Wahl des Hamoglobins als MeBsubstanz werden zwar, wie 
schon erwahnt, die Méglichkeiten einer reellen Volumenanderung durch 
Osmose sowie sekundarer Konzentrationsverschiebungen durch Diffusion 
in die Zelle wegen des hohen Molekulargewichtes des Hamoglobins 
weitgehend eingeschrankt, aber die andere Fehlerquelle — namlich 
die Adsorption des Farbstoffs an den Zellwinden — tritt dabei még- 
licherweise um so stirker in den Vordergrund. Die vorhandenen Ober- 
flachen sind auBerordentlich groB. Wie oben berechnet wurde, betragt 
die Oberflache einer einzigen Torulazelle angenahert 3,9 - 10~® qem. 
Da in 1g abgepreBter Hefe rund 10° Zellen enthalten sind, ist die 
Gesamtoberflaiche aller in 1 g enthaltenen Zellen etwa 3,9 - 163 qem: 
in einer bei der Bestimmung angewandten Einwaage von 15 bis 20 g 
abgepreBter Torula hat man also tiberschlagsmaBig mit 60000 _ bis 
80000 qem zu rechnen. Selbst wenn die Adsorptionstendenz der Zell- 
membranen absolut genommen nur gering wire, kGnnte der zu messende 
Verdiinnungseffekt doch schon erheblich durch solche Adsorptions- 
verluste verfalscht werden. Die Folge ware, daB der Anteil an zwischen- 
cellulirer Fliissigkeit za hoch gefunden wiirde. Ruffili sah in der Tat- 
sache, daB die Konzentrationsverschiebung innerhalb der MeBgrenzen 
unabhdngig von der Anfangskonzentration der Hamoglobinlésung ist, 
einen Beweis dafiir, daB die Adsorptionsverluste fiir die Messung be- 
langlos sind. Auch unsere diesbeziiglichen Kontrollversuche bestatigten 
diesen Befund. Jedoch diirfte in dieser experimentell erhairteten Tat- 
sache aus Griinden, deren Erérterung hier im einzelnen zu weit fiihren 
wiirde, kein schliissiger Beweis fiir den Ausfall der Adsorption zu er- 
blicken sein. Die hierbei auftauchende Frage, wieso es tiberhaupt 
méglich sein sollte, daB an solchen relativ groBen Oberflachen keine 
Adsorptionseffekte auftreten, deckt eine weitere Schwache der Mel3- 
methode auf. Bekanntlich ist das Hamoglobin nur im alkalischen 
Milieu léslich. Die Hefe, insbesondere die Torula, hat aber ihr Optimum 
im sauren pu-Bereich. Alkalisiert man eine Hefesuspension, so geben 
die Zellen bekanntlich Saure ab. In ihrer nachsten Umgebung sucht 
also anscheinend die Zelle, ihr (saures) pxu-Optimum einzustellen. In 
diesem sauren Bereich, dessen riumliche Ausdehnung nicht angebbar 
ist, ist das Himoglobin praktisch unléslich. Die Hamoglobinmolekiile 
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kommen also in diesem Falle gar nicht an die verfiigbare Adsorptions- 
flache heran. Das an und fiir sich unwahrscheinliche Fehlen einer Ad- 
sorption von hochmolekularem Hamoglobin ware damit erklart. Be- 
riicksichtigt man diese naheliegende Méglichkeit, so taucht also hinsicht- 
lich der angewandten MeBmethode eine neue, der eben besprochenen 
entgegengesetzt gerichteten Fehlerquelle auf. Ein Teil naimlich jen 
saure Umgebung der Hefezellen der zwischencellularen Fliissigkeit 
beteiligt sich nicht an der zu messenden Verdiinnung der urspriinglichen 
HamoglobinmeBlésung. Das Volumen der Zellen ist also dadurch 
scheinbar vergréBert (lockere Analogie zur Hydratation in Wasser 
geléster Lonen und Molekiile). Als Folge davon lieferte also die Messung 
zu kleine Werte fiir den Anteil an zwischenzellulérer Fliissigkeit. 

Aus den vorstehenden Betrachtungen erhellen die grundsatzlichen 
Bedenken gegen die Zuverlissigkeit der obigen experimentellen Be- 
stimmungsmethode. Da nun aber, wie gezeigt wurde, die Ergebnisse, 
welche auf den beiden, voneinander ganzlich unabhangigen Wegen 
unter an sich verniinftigen Bedingungen und Voraussetzungen ermittelt 
wurden, einander bestatigen, mu} gefolgert werden, das sowohl! die 
rechnerische als auch die experimentelle Ermittlung der zwischen- 
cellularen Fliissigkeit im HefepreBkuchen zutreffende und zuverlassige 
Resultate ergeben. 


li. Die Mengen zellfremder Stoffe. 


die aus dem Gar- bzw. Ziichtungssubstrat herriihren und in der zwischen- 
cellularen Fliissigkeit gelést sind, somit also im HefepreBkuchen zuriick- 
bleiben, lieBen sich nunmehr angeben, sofern man die qualitative und 
quantitative Zusammensetzung des zellfreien Substrats mit derjenigen 
des Kapillarwassers gleichsetzen kénnte. Diese Gleichsetzung ist 
jedoch, wie schon einleitend angedeutet, nicht ohne weiteres zulassig. 
Durch die sehr groBen Oberflachen ist in den Grenzschichten eine Kon. 
zentrationsverschiebung als sehr wahrscheinlich in Betracht zu ziehen. 
Eine strenge experimentelle Entscheidung ist jedoch gerade fiir die- 
jenigen Stoffe, wie z. B. Salze, Zucker usw., die im Substrat iiblicher- 
weise vorhanden sind und demgemaf im besonderen interessieren, 
deshalb nicht méglich, weil die diesbeziiglichen Ionen und Molekiile 
mit mehr oder weniger groBer Geschwindigkeit auch in die Zellen 


hineindiffundieren. Bei der analytischen Bestimmung der im Preb- 


kuchen bzw. in der zwischencelluliren Fliissigkeit auBerhalb der Zellen 
befindlichen Stoffe lagern sich demgema{ Adsorptions- und Diffusions- 
effekte tibereinander. 

Zur Orientierung iiber diese komplizierten Verhaltnisse wurden 
einige Versuche angestellt. 
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Etwa 50 bis 70g abgepreBbte Torula wurde 8 bis l0mal mit je 
150 cem einer Lésung (pu = 4), die Xylose, NH, und SO, ~ enthielt, 
in der Zentrifuge sorgfaltig gewaschen, so da} der stationaére Zustand 
eingetreten war. Zuletzt wurde die Hefe abgesaugt, das klare Filtrat (4) 
gesammelt und darin der Gehalt an Xylose, NH, und SO, © quantitativ 
bestimmt. Von der abgepreBten Hefe wurde nun der Trockensubstanz.- 
vehalt (t°, = 24 bis 25°) bestimmt. Eine Einwaage FE des PreBkuchens 
wurde nun mit 100 cem dest. Wassers (py = 4 durch Zusatz von verd 
Essigsaure) sorgfiltigst verriihrt und die Suspension abgesaugt. Nach 
nochmaligem Filtrieren wurde in diesem Filtrat (2) wiederum der Gehalt 
an Xylose, NH; und SO)” bestimmt. 


Beispiel: 

Hefeeinwaage EF — 42,48 g, abgepreBte Hefe vom Trockensubstanz - 
gehalt ¢ — 24.55%. 

Filtrat A enthielt 10,90 mg Xylose im cem, 

Filtrat B enthielt 1,60 mg Xylose im ccm. 

Das Volumen des in der Einwaage EF enthaltenen Kapillarwassers 
ist nach Tabelle [V rund 27% des PreBkuchenvolumens. Bei der 
obigen Einwaage von 42,48 g ist demgema das Volumen der Kapillar- 
fliissigkeit 

42,48 
1,08 


’ 


10,62 cem. 


Die Xylosekonzentration c, im Filtrat B berechnet sich zu: 


10,62 - 10,90 = (100 +- 10,62) -¢,, 


c, = 1,05 mg/eem. 


An’ Stelle von 1,05 mg /eem wurden aber 1,36 mg /cem, das sind rund 30 °/, 
mehr, gefunden. 

Das Gesamtergebnis dieser Versuchsreihen bestand darin, dal} 
unter den obigen Bedingungen bei Xylose 30 bis 50°, beim NH_-lon 
30 bis 40%, und beim SO, ~-Ion 10 bis 15% mehr gefunden wurden, als 
dem Anteil an zwischencellulérer Fliissigkeit im PreBkuchen jeweils 
entsprach. Daraus kann man schlieBen, daB eine wesentliche adsor ptiv. 
Anreicherung von Zuckern (Pentosen), Ammonium- und Sulfationen 
in den Grenzschichten nicht auftritt, weil vom oben gefundenen Uber- 
schuB die durch Diffusion in und aus der Hefezelle verursachten Kon- 
zentrationsverschiebungen zu subtrahieren sind. Bei nicht zu groben 
Genauigkeitsanspriichen kénnen also unter Vernachlassigung solcher 
Konzentrationsverschiebungen die Analysenzahlen des zellfreien Sub- 
strates zur Berechnung der zellfremden Begleitstoffe zugrunde gelegt 
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werden. In den praktisch wichtigsten Fallen namlich endverhe fte 
Holzzucker und Glucoselésung als Suspensionsmittel — wird der Fehler 
sowieso klein, da die Konzentration der zellfremden Stoffe im Suspen- 
sionsmittel im allgemeinen gering ist. 


Die folgenden Tabellen V und VI geben eine Ubersicht iiber die 


Verfalschung der Analysenwerte, die durch die Einschleppung von zell- 
fremden Stoffen, die in der zwischencellularen Fliissigkeit gelést sind. 
verursacht wird. Dabei sind folgende Durchschnittszahlen zugrunde- 


gelegt: 





HefepreBkuchen Hefetrockensubstanz 


Trockensubstanz 3} 100%) 
Zwischencellulare Fliissigkeitim Hefe -~ Bkuchen | 24 cem/100 g 

N-Gehalt 2,25 %, 9° 
Rohproteingehalt......... Seta: a 4% 56% 
Asche eee ea a 20 8% 


oO 


Tabelle V. 





., Wahrer Rohproteingehalt 


100 cem der .,Wahre Hefetrockensubstanz ler Hefe 


zwischencelluliren : 
Fliissigkeit a b a b 
enthalten : 

Troekenriickstand 

bzw. Rohprotein 


abgepreBte Hefe Trockenhefe abgeprebte Hefe Trockenhefe 
nicht WB %/», nicht 100 %/ 5, nicht 14% 9, nicht 56 ° 
sondern sondern sondern sondern 


QR 0 os 9 ) er ox 

0,1 24,98 % 99,92 % 13,98 %, 55,92 % 
0.35 24, 93 % 99,72 % 13,93 55,72 % 
- ( 05: 228 55.2 0 
0.5 24,88 i 99,52 9, 3,88 55,52 9, 
1.0 D4, 76 o 99,04 » A ¢ > 55.04 oy 
2,0 24, 520. 98,08 °,, 3,52 54,08 %,, 
3,0 24,28 97 97,12 % 3,28 53,12 © 


Tabelle VI. 





100 cem der ., Wahrer** N-Gehalt ,, Wahrer“ Aschengehalt 
zwischencelluliren ee 
—— a b s b 
enthaiten : on . . m . 
N-Gehalt bzw abgepreBte Hefe Trockenhefe abgeprebte Hefe rrockenhefe 
5 Aschengehalt nicht 2.2% ®',, nicht 9%», nicht 2° O» nicht 39 
P sondern sondern sondern sondern 
2,244 % 8,976 1,994 % 7,976 
2,238 % 952 1,988 °, 7.952 
999f0 =p 
2,226 %, 904 1,976 % 
2,178 % ,712 1,928 %, 
2,130 % 920 1,880 °,, 
2,010 % 040 1,760 °,, 


SRRBY 


Man sieht also, daf schon ein Gehalt von 1°, eines zellfremden 
Stoffes im Substrat den ,,wahren‘* Gehalt der Hefe an jenem betreffenden 
Stoff merklich erh6ht. So z. B. ist in einem HefepreBkuchen mit einem 


Brutto-Trockensubstanzgehalt von 25°, der auf die Hefezellen selbst 
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entfallende wahre Trockensubstanzgehalt nur 24,76°,, wahrend de 
Rest von 0,24°, aus dem 1°igen Substrat herstammt. Noch deut 
licher wird der diesbeziigliche EinfluB beim N- und Aschengehalt 
Die tiblichen Analysenzahlen von abgepreBter oder getrockneter Heft 
(ungewaschen) weichen also von der Zusammensetzung der eigent 
lichen Hefezellsubstanz unter Umstianden nicht unbetrachtlich ab 


Zusammenfassung. 


Da durch das tibliche Abschleudern oder Abpressen von Hef 
suspensionen offenbar keine vollstandige Abtrennung der Zellen von de: 
sie umgebenden Ziichtungs-, Gar- oder Waschfliissigkeit erreicht wird 
ist die Hefesubstanz sowohl in feuchtem als auch in getrocknetem 
Zustand verunreinigt und demgemaB in ihrer analytisch erfaBbaren 
Zusammensetzung unscharf definiert. Die dadurch gegebenen Ver 
haltnisse bei nicht gewaschener und gewaschener Hefe, die auch in 
praktischer Beziehung von Wichtigkeit sind, werden naher erértert 

Um zahlenmaBige Aussagen iiber die Verfalschung der Analysen- 
werte machen zu k6énnen, ist es notwendig, den Anteil der in der Hefe 
zurtickbleibenden Ziichtungs-, Gar- oder Waschfliissigkeit der Kiirze 
halber mit ,,zwischencellulare™ oder mit ,,Kapillarfliissigkeit** bezeichnet 

zu kennen. Auf zwei voneinander unabhangigen Wegen, namlich 
erstens rechnerisch und zweitens experimentell, wurde die Bestimmuny 
des Kapillarwassers in Hefen verschiedenen Trockensubstanzgehalts 
durchgefiihrt. Die so gewonnenen, einander bestaitigenden Ergebnisse 
sind in den Tabellen IIT und LV wiedergegeben. 

Die Verfdlschung der zur Charakterisierung von Hefe gebrauch- 
lichen Analysenwerte, verursacht durch Einschleppung von zellfremden, 
in der zwischencellularen Fliissigkeit gelésten Stoffen, wird fiir den 
wichtigsten Fall, namlich daB die analysierte Hefe praktisch vollstandig 


(d. h. bis zu einem Trockensubstanzgehalt von 25°) abgepreBt worden 
ist, in den Tabellen V und VI zahlenmaBig belegt. 


Verfasser nimmt nochmals Gelegenheit, dem Institutsdirektor, Herrn 
Prof. Fink, fiir die Anregung zu dieser Arbeit und sein freundliches Ent 
gegenkommen ergebenst zu danken. 
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Die Rolle des Chlors im Wirkungsmechanismus 
des Senfgases. 
Von 
Josef Kucharik und Albert Telbisz. 


(Aus dem Pharmakologischen Institut und der LI. Inneren Klinik der kénig1. 


ung. Pazmany Péter-Universitaét in Budapest.) 


(Eingegangen am 31. Mai 1940.) 


Jereits einige Milligramm Senfgas verursachen, auf die Haut 
vebracht, die charakteristische Blase, bei Tieren das lokale Odem. Diese 
auBergewohnliche Wirksamkeit stellt das Senfgas in die Reihe der 
starksten Gifte und gab beziiglich seines Wirkungsmechanismus zu den 
verschiedensten Theorien AnlaB. Die Roéna-Flurysche Theorie macht 
z. B. wie beim Phosgen so auch bei dieser Verbindung die innerhalb 
der Zelle entstehende Salzsaure fiir die Wirkung verantwortlich. Diese 
Annahme scheint um so berechtigter, als das Thicdiglykol eine voll- 
standig wirkungslose Verbindung ist, treten jedoch an Stelle der zwei 
Hydroxylgruppen durch Einwirkung von Salzsiure zwei Chlormolekiile 
ein, so entsteht das auBerst wirkungsvolle Senfgas. Bei der biologischen 
Wirkung der Substanz miiBte dann nach Rona der umgekehrte Prozeb: 
die Abspaltung von Salzsiure angenommen werden, Das Senfgas wiirde 
demnach nur die Rolle einer Salzsiure transportierenden und ab- 
gebenden Substanz spielen. Das Senfgas hydrolysiert tatsachlich in 
wasseriger Lésung verhaltnismaBig leicht, wobei Salzsiure abgespalten 
wird. Obwohl jedoch die Tetra- und Hexachlorverbindungen des Senf- 
gases hinsichtlich ihrer chemischen Eigenschaften in vielem (Hydro- 
lysierbarkeit, Lipoidléslichkeit) mit diesem iibereinstimmen, zeitigen 
sie dennoch eine viel geringere Hautwirkung als letzteres. Die Sauerstoff- 
verbindung des Senfgases hingegen, das Dichlordiathylsulfon, hydro- 
lysiert praktisch iiberhaupt nicht und verursacht dennoch ebensolche, 
ja sogar noch starkere Odeme als das Senfgas. Es muBte also experi- 
mentell festgestellt werden, welche Rolle das Chlor vom Standpunkt der 
Pathogenese aus im Wirkungsmechanismus des Senfgases spielt. 

Wir gingen bei unseren Versuchen so vor, das wir sowohl die Wir- 
kung des Senfgases als auch die seiner chlorfreien Derivate untersuchten. 
Dies sind folgende Verbindungen: 


CH,—CH,—Cl , CH,—CH,—OH 
Cl 


°<OH,—CH, S<cH,—CH,—OH 
Dichlordiathylsulfid, Senfgas. Thiodiglykol (Dioxydiathylsulfid). 
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. CH,—CH,—Cl 
rT Ol. — 
Dichlordiathylsulfoxyd. 
Og CH,—CH,—Cl 
0” ~CH,—CH,—Cl 


Dichlordiath ylsulfon. 


A. Telbisz: 


CH,—-CH,—OH 
CH,—CH,—OH 
Dioxydiathylsulfoxyd. 


O—S8- 


Ov. CH,—CH,—OH 
07 “~C H,—C H,—OH 


Dioxydiathylsulfon. 


Das Dioxydiathylsulfoxyd ist eine weibe kristallinische Substanyz 
in Wasser leicht léslich, Schmelzp. 112°C. 

Herstellung. 24g reines Thiodiglykol werden in 50 cem Aceton gel 
und 22 g H,O, in kleinen Portionen hinzugefiigt, bis kein Niederschlag mel 
entsteht. Nach einigen Stunden Stehen wird der Niederschlag filtriert und 
mit wenig Aceton gewaschen. Umkristallisieren aus wenig Alkohol. 

Das Dioxydiathylsulfon ist eine weiBe Substanz, in Wasser 
loslich. 


Herstellung. 13,8 g¢ Dioxydiathylsulfoxyd werden mit 5,4g Perhyd: 
] 


(pro analys. Merck) in einer Porzellanschale am Wasserbad 2 Stunden lang 
digeriert, Nach einigen Stunden Stehen wird filtriert. Das Filtrat erstarr 
in der Kalte und bleibt dann auch bei Zimmertemperatur im selben Zustan« 

Als Versuchstiere wurden, wie bisher allgemein, Meerschweinchen 
verwendet. Die Substanzen wurden in wisseriger Lésung in die ¢ 
schorene Bauchhaut intracutan verabreicht. Dadurch kann die Substanz 
ihre lokale Wirkung entfalten, bleibt jedoch unzweifelhaft im Organismus 
welcher Umstand bei den nicht lipotropen Substanzen ihrer percutanen 
Unresorbierbarkeit wegen wichtig ist. Nach Anwendung der Substanz 
wurde laingere Zeit hindurch einesteils die lokale Reaktion, anderntei!s 
der Allgemeinzustand des Tieres beobachtet. Die lokale Reaktion aut 
Senfgas bzw. auf Dichlordiaithylsulfon ist fiir gew6éhnlich folgende 
Hautinfiltration, beginnendes, mittelstarkes, spiter starkes Odem. 
welches am Anfang locker, spiter verdickt tastbar wird. Es eriibrigt 
sich, die Untersuchungsergebnisse tiber die Wirkung des Senfgases und 
des Dichlordiathylsulfons an dieser Stelle eingehend zu_beschreiben 
wir wollen nur bemerken, daB bereits | mg Substanz auf einer zeln 
pfennigstiickgroBen Flache die oben beschriebenen Verdnderungen 
zustande bringt. Jedwelche Menge des Dichlordiathylsulfoxyds ist 
wirkungslos. 

Vor allem wurde in einigen Versuchen die Wirkung des Thio- 
diglykols untersucht. Die Unwirksamkeit der Substanz ist bekannt 
Versuche an Meerschweinchen sind in der Literatur jedoch nicht zu 
finden. 

I. Thiodiglykol. 

0,1 cem reine, konzentrierte Substanz intracutan: 
Nach 10 Minuten ist die entstandene Quadde! unverandert. 

30 _ ist die Quaddel etwas kleiner. 
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Nach 1 Stunde ist die Quaddel wesentlich kleiner, die Haut locker. 
3 Stunden: an Stelle der Quaddel ist die Haut ein wenig in- 
filtriert, an zwei Stellen nebeneinander linsengroBe 
Verdickung. 
8 Stunden ist die linsengroBe Verdickung kaum bemerkbar. 
16 a symptomfrei. 
24 
Der Allgemeinzustand des Versuchstieres ist unverandert gut. 

In wiederholten Versuchen wurden die gleichen Beobachtungen 
gemacht mit dem Unterschiede, daB in einigen Fallen die Haut bereits 
in 3 Stunden intakt war, oder aber — als Maximum — daB die Hyper- 
fimie erst nach 8S Stunden verschwand. Auf Senfgas (von dem nur 
wenige Milligramm, wahrend von Thiodiglykol mehr als 100 mg verab- 
reicht wurden) erreichte das Odem nach 16 bis 24 Stunden das Maximum, 
welches 3 bis 4 Tage bestehen blieb, um dann zu verschorfen. Das 
Thiodiglykol hingegen ist, auch in noch so groBen Mengen angewandt, 
abgesehen von der anfanglichen Hyperaimie, ganz wirkungslos, es 
verursacht keine lokalen Odeme. 


Il. Dioxydiithylsulfoxyd. 
Folgende Versuche sollen hervorgehoben werden: 
a) leem 1°,ige wasserige Lésung intracutan (0,01 g Substanz): 
Nach 1 Stunde ist die Quaddel absorbiert, die Haut locker, etwas 
verdickt. 

3 Stunden die Haut ein wenig locker, ein wenig verdickt. 

Ss a die Haut vollkommen intakt. 

24 i symptomfrei. 


Das Allgemeinbefinden des Versuchstieres ist unverandert gut. 


b) leem 10°, ige wasserige Lésung intracutan (0,10 g Substanz): 
Nach 1 Stunde ist die Quaddel absorbiert, an ihrer Stelle ist die Haut 
locker, dinner Infiltrationshof. 
3 Stunden an Stelle der Quaddel Infiltration an einer zweimark- 
stiickgroBen Stelle. 
ist die Haut vollkommen intakt. 
svmptomfrei. 


gut. 


Das Allgemeinbefinden des Versuchstieres ist unverandert 


Insgesamt wurden zehn Versuche mit dem gleichen Ergebnis durch- 
gefiihrt, d. hh. nach 8 bis 24 Stunden war die Haut wieder vollkommen 


unversehrt. 


Biochemische Zeitschrift Band 306. 
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Il. Dioxydiithylsulfon. 
Folgende Versuche sollen hervorgehoben werden: 
a) leem 1°ige wasserige Lésung intracutan (0,01 g Substanz 
Nach 1 Stunde ist die Quaddel absorbiert, an ihrer Stelle ist dic 
Haut locker, jedoch intakt. 

3 Stunden ist die Haut vollkommen unversehrt. 

8 * ist die Haut vollkommen unversehrt. 

24 im ist die Haut vollkommen unversehrt. 


Das Allgemeinbefinden des Versuchstieres ist unverandert gut. 


b) leem 10°,ige wasserige Lésung intracutan (0,10 g Substanz): 
Nach 1 Stunde ist die Quaddel in Resorption begriffen, haupt- 
sichlich an ihrer oberen Halfte und dariiber hinaus 
sich halbmondférmig anschlieBend befindet sich an 
einer einmarkstiickgroBen Stelle ein lockeres Odem 
bzw. eine Verdickung. 
8 Stunden ist die Haut an einer zehnpfennigstiickgroBen Stelle 
in ganz geringem Make verdickt, ohne Tonus. 
24 - an einer linsengroBen Stelle eine kleine Infiltration, 
im iibrigen ist die Haut vollkommen unversehrt. 
Das Allgemeinbefinden des Versuchstieres ist unverandert gut. 
Auch an dieser Gruppe wurden insgesamt zehn Versuche vor- 


genommen., 


Diese Substanzen gaben nicht annahernd derartige lokale Odeme. 
wie sie durch Senfgas oder Dichlordiathylsulfon verursacht werden, es 
konnte nur eine milde, mit der Resorption einhergehende Reaktion 


beobachtet werden. 


Besprechung der Ergebnisse. 

Es wurden die Wirkung des Thiodiglykols, des Dioxydiathylsulfoxyds 
und des Dioxydiathylsulfons untersucht und alle drei unwirksam ge. 
funden. Von diesen Beobachtungen ist besonders die erste und die 
letzte von Bedeutung, da die Chlorderivate dieser Substanzen, das 
Senfgas bzw. das Dichlordiathylsulfon, von auBerordentlicher Wir 
kung sind. Demnach mu8 dem Chlor bei der Entstehung der Quadde! 
bzw. dem lokalen Odem eine wichtige Rolle beigemessen werden. Die 
Réna-Flurysche Theorie der Salzsiureabspaltung wird hierdurch nicht 
bekraftigt, da sie die 4uBerst starke Wirkung des Dichlordiathylsulfons 
welche Substanz keine Salzsiure abgibt, ohne Erklarung laBt. Es 
scheint wahrscheinlicher, daB das Chlor als nicht abtrennbarer Teil des 
Molekiils diesem eine Eigenschaft verleiht (Zellwirkung, Reizwirkung) 
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der zufolge erst das Molekiil als ganzes wirkungsvoll wird. Die praktische 
Wirkungslosigkeit der Tetra- und Hexachlorverbindungen steht zu 
dieser Annahme nicht im Gegensatz. In der Pharmakologie kann die 
Wirkung zahlreicher Arzneien durch neu eingefiihrte Radikale oder 
Seitenketten verdndert bzw. gesteigert werden und dennoch erweisen 
sich gewisse Substanzen, die auf Grund theoretischer Erwaigungen 
auBerst wirkungsvoll sein sollten, in der Praxis kaum wirksam oder ganz 
wirkungslos. Die Unwirksamkeit der Tetra- und Hexachlorverbindungen 
schwacht eigentlich die Theorie der Salzsiureabspaltung, da sie ja 
Chlor bzw. Salzsiure abspalten und dennoch wirkungslos sind. 


Zusammenfassung. 


1. Das Thiodiglykol und seine Sauerstoffderivate verursachen im 
Gegensatz zu seinen Chlorderivaten (Senfgas, Dichlordiathylsulfon) 


keine Blasen bzw. lokalen Odeme. 
2. Es wird angenommen, dafi im Senfgas das Chlor nicht durch 


die bei der Hydrolyse entstehende Salzséure seine Wirkung entfaltet, 


sondern dem Molekiil eine besondere Eigenschaft verleiht, die es wirkungs- 


voll macht. 








ber die Dimerisation von Tabakmosaik-Virus. 
Von 
E. Pfankueh und G. A. Kausche. 


(Aus der Biologischen Reichsanstalt fiir Land- und Forstwirtschaft. Berlir 
Dahlem.) 


[ 


(Eingegangen am 15, Juli 1940.) 


Mit 2 Abbildungen im Text. 


Bei der Einwirkung von elektrolythaltigen Lésungen auf das mono 
disperse Tabakmosaik-Virus (TM.-Virus) ist erstmalig von Wyckof/ (1 
das Auftreten einer schwereren Komponente beobachtet worden. Die 
Deutung dieser Erscheinung als teilweise Dimerisation des Virusmolekiils 
lag nahe, sie ist spaiter insbesondere von Lauffer (2) nach der quanti- 
tativen Seite hin versucht worden. Unsere itbermikroskopischen Auf- 


Abb. la. Abb. 1b. 
Abb. 1. Sedimentation von Tabakmosaik-Virus 0,3° in Phosphatpuffer m/10, Py 6,9 


23900 fache Erdschwere. la: sofort nach Herstellung der Lésung; 1b: 24 Stunden spiiter 


nahmen des TM.-Virus (3) zeigten vorzugsweise Stabchenmolekiile von 


rund 150 und 300 my Lange und fiihrten uns daher zu derselben An- 


nahme einer teilweisen linearen Dimerisation des Virusmolekiils. Bereits 
damals hatten wir diese beiden bevorzugten Stabchengr6Ben den beiden 
Sedimentationskonstanten des TM.-Virus zugeordnet, obwohl wir in 
Ermangelung einer Ultrazentrifuge nicht wissen konnten, ob der von 
uns benutzte TM.-Virusstamm iiberhaupt einer Bidispersitat im Ultra- 
zentrifugenversuch fahig war. Im folgenden wird dieser noch fehlende 
Nachweis geliefert. 

Stellt man durch Zugabe eines konzentrierten neutralen Phosphat 
puffers zu einer ammonsulfatfrei dialysierten Lésung von TM.-Virus 
eine Lésung her, deren Phosphatgehalt etwa m/10 und deren Virus 
gehalt etwa 0,3 °,, ist, und untersucht diese Lésung gleich anschlieBend 
in einer Ultrazentrifuge, so ergibt sich das in Abb. la wiedergegebene 
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Bild: in der Sedimentationszelle wandert eine einzige gut definierte 
Schlierenbande abwarts. Das Virusprotein ist homodispers, 

Wiederholt man diesen Sedimentationsversuch 24 bis 48 Stunden 
spiter, so sieht das Bild (Abb. 1b) wesentlich anders aus: es sind zwei 
Schlierenbanden vorhanden, die mit fortschreitender Sedimentation 
immer weiter auseinandergehen. Das Virusprotein ist bidispers. 

Wenn wir somit das Phanomen der Entstehung einer schwereren 
Molekelart auch mit unserem TM.-Virusstamm bestatigen kénnen, so 
ergibt seine quantitative Ausmessung doch eine erwahnenswerte Ab- 
weichung von den Angaben der amerikanischen Autoren. Wir ver- 
zichteten auf die Berechnung der absoluten Werte der Sedimentations- 
konstanten, da hierfiir eine erhebliche Anzahl von Versuchsdaten und 
Korrekturdaten genauestens bekannt sein mu und_ iiberdies diese 
Konstanten durch die amerikanischen Messungen scheinbar geniigend 
gesichert waren. Dagegen ist das Verhaltnis der beiden Sedimentations- 
konstanten 8, = leichtere, s. = schwerere Komponente experi- 
mentell sehr einfach und genau zu bestimmen. Drei verschiedene 
Messungen ergaben 


89/8] 1,23, 1,20, 1,22. Mittel: 1,22. 


Die gegenwartig in der Literatur verbreiteten Zahlenwerte fiir 
die Sedimentationskonstanten des TM.-Virus sind 174 und 200, das 
Verhaltnis ist also 1,15 und somit erheblich niedriger als unser Wert. 
Die Differenz liegt auBerhalb der Fehlergrenze, die nur fiir die wesent- 
lich schwierigere absolute Bestimmung der Sedimentationskonstanten 
mehrere Prozent erreichen kann. Eine befriedigende Erklarung fiir diese 
Differenz fand sich aber bald, als die von Wyckof/ (4) mitgeteilten 
experimentellen Einzelangaben fiir die Sedimentationskonstanten heran- 
gezogen wurden. Bildet man dort fiir jeden einzelnen Sedimentations- 
versuch, bei dem zwei Komponenten beobachtet wurden, das Ver- 
haltnis s,/s; und nimmt das Mittel aller Versuche, so erhalt man fiir 
die beiden Virusproteine Nr. III 1 B und IIT 2 B s,/s, 1,19, fiir das 
besonders sorgfaltig hergestellte Virusprotein Nr. 11 W sogar sy /s; = 1,22. 
Die Ubereinstimmung mit unserem Verhaltniswert ist also tatsachlich 
in ausgezeichneter Weise vorhanden. 

Der Zahlenwert fiir das Verhaltnis s,/s; kann aber auch unmittelbar 
theoretisch abgeleitet werden, wenn man, wie eingangs dargelegt, die 
Bidispersitat als Folge einer teilweisen linearen Dimerisation der Virus- 
molekiile ansieht. Die Formel fiir das Reibungsverhaltnis F — f fy 
eines nicht kugelférmigen Teilchens [Formel (7) in Pfankuch, Kausche 
und Stubbe (5)] ist unter Zusammenfassung aller Zahlenkonstanten um- 
zuformen in 


F-s =k- M's. 
Daraus folgt 


89/8; = (Mo, M,)*'s . (F, F). 
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Das Verhaltnis der Molekulargewichte ist bei der Dimerisatio 
natiirlich gleich 2; die Reibungsverhaltnisse sind ebenfalls leicht zu 
ermitteln, wenn man den Molekiilen die Form von Rotationsellipsoide: 
zuschreibt. Diese Annahme diirfte infolge der diffusen Hydrathiill 
um die Stabchenmolekiile den tatsachlichen Verhaltnissen ziemlich nahe 
kommen. Die Achsenverhiltnisse dieser Rotationsellipsoide sind mit 
etwa 1: 10—12 (monomer) und | : 20—24 (dimer) anzunehmen. Dann 
wird 

1,543 
1,996 — 


‘ . ° ° ° Pe . ° . . 
So ist also schlieBlich die Ubereinstimmung zwischen experimen- 


tellen Befunden und theoretischer Forderung vollstandig. GewiB ist 
damit allein die Dimerisation noch nicht erwiesen. Anderungen der 
Sedimentationskonstanten und der Reibungsverhaltnisse kénnen auch 
in einer Anderung der Molekelhydratation oder der Molekelform ihre 
Ursache haben. Wenn aber die tibermikroskopischen Aufnahmen 
auBerdem noch direkt zeigen, wie leicht lineare Aggregationen der 
TM.-Virusmolekiile zustande kommen k6nnen, so erscheint die An- 
nahme der Dimerisation als Grund der Bidispersitét ausreichend ge-, 
sichert. Das bedeutet aber, daB von den bisher allgemein verbreiteten 
Sedimentationskonstanten des TM.-Virus 174 und 200 mindestens eine 
falsch sein muB. Ihre Bestimmung wird daher erneut in Angriff ge- 
nommen werden miissen. 


Anmerkung bei der Korrektur: Unabhangig hiervon hat G@. Schramm 
am 12. Juli im Kolloquium des Physikalischen Institus der Univer- 
sitaét ebenfalls iiber die Dimerisation des Tabakmosaik-Virus berichtet 
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iill mit Hilfe des Stufenphotometers. 
ah Von 
mit Ella B. Hatz und Ladislaus Széesényi-Nagy. 
_— (Aus der Medizinischen Klinik der Kénigl. Ungar. Franz Josef-Universitat 
Szeged, Ungarn.) 
(Eingegangen am 27. Juni 1940.) 
Mit 1 Abbildung im Text. 

en 
ist An Hand von Clearence-Untersuchungen mit Inulin zeigte sich 
det das Bediirfnis nach einer Methode, die eine méglichst schnelle und genaue 
ach Bestimmung des Inulins im Harn und Blut erméglicht. 
hr Wie bekannt, ist das Inulin ein Polysaccharid, welches bei der 
nen Hydrolyse zu Fructose abgebaut wird. Zur quantitativen Bestimmung 
der wird im allgemeinen dieses Verhalten des Inulins herangezogen, indem 
An. die nach dem hydrolytischen Abbau erhaltene Menge der Fructose 
i. irgendwie (z. B. durch Messung des Reduktionsvermégens) ermittelt 
ten wird. — Unsere Methode fuBt auf der Seliwanof/schen Probe, die be- 
ine kannterweise darin besteht, daB eine salzsaure Lésung der Fructose 
ge mit Resorcin gekocht eine rote Farbung, bzw. bei gréBerer Konzentration : 

einen in Alkohol léslichen roten Niederschlag liefert. — Unseren Er- 

wartungen gemaf anderte sich die Intensitat des Farbtones gleichsinnig 
_ mit der Konzentration der Fructose, so daB sich aus der mit Hilfe des 
me Stufenphotometers ermittelten Intensitat der Rotfarbung die Menge 
tet. der Fructose bzw. des Inulins berechnen JaBt. 

G. Dill konnte zwar feststellen, daB bei dem mittels Mineralsauren 
durchgefiihrten hydrolytischen Abbau des Inulins die Fructose nicht in 
ihrer ganzen Menge unverandert bleibt, sondern aus ihr verschiedene 

uch Umsetzungsprodukte entstehen, doch gefaihrdet dieser Umstand die 
si Richtigkeit unseres Bestimmungsprinzips keinesfalls. Man muf sich 





namlich vor Augen halten, daB die entstandene Fructose sofort mit 





dem anwesenden Resorcin reagiert und somit andere Reaktionen aus- 





geschlossen werden. 






Unsere Versuche zeigten jedoch, daB der Verlauf der Farbreaktion 





von der Menge des angewandten Resorcins nicht unabhangig ist; man 





mu also die unten angegebene Konzentration strengstens einhalten, 






da bei der Ermittlung der Kurve mit deren Hilfe die Berechnung 
der Inulinmenge erfolgt — diese Resorcinkonzentration gewahlt bzw. 





fiir am giinstigsten gefunden wurde. 
Zur Entfernung der EiweiBe bzw. anderer reduzierender, nicht 
zuckerartiger Substanzen wurde die Fallung nach Fujita mit Cadmium- 
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hydroxyd herangezogen, die auch bei der Fructosebestimmung voi 
R. W. Martin angewendet wurde. Es zeigte sich jedoch, daB — besonders 


aus dem Harn — all diejenigen Substanzen, die bei der Resorcinprol« 


eine Farbung ergaben, mit Cadmiumhydroxyd nicht vollstandig aus 
gefallt werden konnten. Wir gingen deshalb so vor, daB wir mit dem 
vor der Inulinbelastung (Zufuhr intravenés) entnommenen Blut bzw 
entleerten Harn die Reaktion durchfiihrten und dann bei der eigent 
lichen Bestimmung die so gewonnene Lésung als Kompensations. 
fliissigkeit anwendeten. 


Erforderliche Reagenzien. 

1. 13,0g CdSO, werden in 63,5 cem n/l Schwefelsiure gelist 
und die Lésung mit dest. Wasser bis auf 1000 ccm erganzt. 

2. n/l1 NaOH-Lésung. 

3. 25° ige Salzsiure, die auf 100 cem 0,75 g Resorcin pro anal 
enthalt. 

4. 96° iger Alkohol. 

Vor allem wurde die der Berechnung zugrunde gelegte Kurve 
ermittelt, und zwar so, daB auf die Abszisse die Extinktionswerte, 
auf die Ordinate die Inulinmengen in mg- 
Werten aufgetragen wurden. Die zu den 
einzelnen Konzentrationen gehdérenden 





Punkte der Kurve wurden so bestimmt, 
da die durch Resorcinsalzsdure erzeugte 
Rotfarbung im Stufenphotometer éfter 
nacheinander gemessen und der Mittel- 











G208 0306 aie Wert dieser Messungen  eingezeichnet 
txtink hon wurde. Auf diese Weise wurde die In- 
Abb. 1. ‘ a 

tensitat der Farbreaktion von 0,25, 0,50, 
1,0, 1,5 und 2,0mg Inulin (in 15 cem) bestimmt. Jede einzelne Messung 
wiederholten wir sieben- bis achtmal, und zwar wie folgt: In je ein 
Reagensréhrchen mit eingeschliffenem Glasstépsel, das genau bei 1) 
und 15cem markiert war, wurden der Reihe nach 0,25, 0,50, 1,0, 1.5 
und 2,0 cem einer 0,1 °,igen Inulinlésung eingefiihrt und nachher jeder 
Ansatz zuerst mit 4ccm Resorcinsalzsdurel6sung, danach bis zur 
10-cem-Marke mit dest. Wasser versetzt und durchgeschiittelt. Nun 
tauchte man das Réhrchen auf genau 10 Minuten in ein lebhaft 
siedendes Wasserbad, kiihlte nach der Hydrolyse ab, fiillte bis zu 
15-ccem-Marke mit Alkohol auf, schiittelte durch und nahm sofort die 
Messung im Stufenphotometer vor. Zur Messung wurden 5-mm 
Kiivetten und das Farbfilter S43 angewendet; als Kompensations- 
fliissigkeit diente dest. Wasser. Die so ermittelte Kurve ist aus oben. 
stehender Abbildung ersichtlich. 
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Bestimmung des Inulins im Harn und Blut usw. 


Bestimmung im Serum und Harn. 


leem Serum bzw. Harn wurde mit 2 cem dest. Wasser, 8 ccm 
Cadmiumsulfatlésung und 1] cem nl NaOQH-Lésung versetzt. Man 
schiittelte durch, lieB einige Minuten stehen und filtrierte durch ein 
trockenes Filter. Aus dem Filtrat wurden 6 cem in eines der oben 
beschriebenen Roéhrchen pipettiert, der Ansatz mit 4 ccm Resorcin- 
salzsiéurelésung versetzt und griindlich durchgeschiittelt. Nun tauchte 
man das Réhrchen genau 10 Minuten lang in ein lebhaft siedendes 
Wasserbad, kiithlte hernach ab und fiillte mit Alkohol bis zur 15-cem- 
Marke auf. Die Farbintensitaét der so gewonnenen gelblichroten Lésung 
wurde unter Anwendung einer 5-mm-Kiivette und des Farbfilters S 43 
im Stufenphotometer gemessen. Als Kompensationsfliissigkeit diente 
eine Lésung, die nach gleicher Aufarbeitung einer vor der Inulinbelastung 
entnommenen Blutprobe bzw. entleerten Harnprobe gewonnen wurde. 
Die den erhaltenen Extinktionswerten entsprechenden Inulinmengen 
kénnen in mg-Werten mit Hilfe obiger Kurve graphisch ermittelt 
werden. Multipliziert man diesen Wert mit 100, so erhalt man den 
Inulingehalt des Serums bzw. Harns in mg-°,. 

Die Zuverlassigkeit unserer Methode haben wir nachgewiesen, 
indem wir dem Serum bzw. Harn bekannte Mengen Inulin zusetzten 
und nach Entfernung des EiweiBes die Bestimmung des Inulins nach 
der friiher angegebenen Weise durchfiihrten. Gleichzeitig wurde die 
Resorcinsalzsiurereaktion auch beim mit Inulin nicht versetzten Serum 
bzw. Harn durchgefiihrt und die so gewonnene Lésung als Kom- 


pensationsfliissigkeit angewendet. Unsere diesbeziiglichen Versuchs- 


ergebnisse sind in der untenstehenden Tabelle zusammengefaBt : 





Serum Harn 
Inulin in mg Inulin in mg 





zugesetzt yvefunden zugesetzt gefunden 


0,25 0,27 0,25 0,23 
0,50 0,52 0,50 0.50 
0,75 0,76 0,75 0,78 
1,00 1,00 1,00 0,97 


Literatur. 


G. Dill, Chem. Ztg. 19, 166, 1895; Fujita und Iwatake, diese Zeitschr. 
242, 43, 1931; R. W. Martin, Klin. Wochenschr. 20, 723, 1939. 








Vergleichende physikalische und chemische Unter- 
suchungen an Caseinen verschiedener Tierarten. 
Von 
Eugen Kovaes. 

(Aus dem kénigl. ung. Staatlichen Veterinarhygienischen Institut 
in Budapest.) 


(Eingegangen am 3, Juli 1940.) 


Nachdem Groh und Faltin' einige physikalisch-chemische Kon. 
stanten fiir das Kuheasein festgestellt hatten, erschien es angezeigt 
zu erfahren, in welcher Beziehung die Caseine anderer Haustierarten 
hinsichtlich ihrer physikalisch-chemischen Konstanten zum Kuhcasein 
stehen. Vom praktischen Standpunkt ist insbesondere die Priifung 
der Frage von Wichtigkeit, ob zwischen den Schaf- und Kuhcaseinen 
derartig sicher bestimmbare Unterschiede vorhanden sind, durch welche 
die Unterscheidung und in Gemischen woméglich auch die quantitative 
Bestimmung dieser Caseinarten erméglicht werden kénnte. Der Schaf- 
quark wird nimlich, wie bekannt, sehr haufig mit dem wesentlich 
billigeren Kuhquark verfalscht. 

Zur Untersuchung gelangten Kuh-, Schaf-, Pferde- und Esel- 
caseine, Die Caseinpraparate stellte ich selber her, wobei ich das folgende. 
am Beispiel des Schafcaseins erliuterte Verfahren befolgte: In einem 
10 Liter fassenden GefaB fiigte ich zu 3450 cem frischer Schafmilcl 
unter standigem Umriihren soviel n/20 Salzsaure hinzu, bis das Casein 
in Form feiner Fléckchen ausfiel. Der Niederschlag wurde in viel 
1 °/iger Kochsalzlésung verrieben und mit 4 x 5 Liter destilliertem 
Wasser dekantiert. Der abgesetzte und dann noch zentrifugierte 
Bodensatz wurde in 96°/igem Alkohol, dessen Gewichtsmenge etwa 
das Zehnfache des Caseinbodensatzes betrug, sehr fein zerteilt, hier- 
auf nach neuerlichem Absitzenlassen und Zentrifugieren vorerst mit 
96 °,igem, dann mit absolutem Alkohol und schlieBlich noch mit ab- 
solutem Ather gewaschen. Nach starkem Absaugen kam dann das 
Material in einen Exsikkator, wo es in luftleerem Raume iiber Schwefel- 
siure getrocknet wurde. Das gelblichweibe, vorderhand sich noch etwas 
fettig anfiihlende Praparat wurde in Pulverform 8 Stunden lang im 
Soxhletschen Apparat mit Ather extrahiert und endlich im luftleeren 
Raume iiber Schwefelséure erneut getrocknet. Aus 3450 ccm Schafmilch 
erhielt ich auf diese Weise 120 g schneeweibes, zu Pulver leicht verreib- 
bares Casein. 


1 Groh u. Faltin, Math. és Term. Ert. (ung.) 50, 457, 19384; Groh 
Zeitschr. f, physiol. Chem. 226, 32, 1934. 
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Auf dieselbe Weise stellte ich aus 3 Liter Kuhmilch 76g, aus 
3 Liter Ziegenmilch 65g, aus 2,5 Liter Pferdemilch 28,5 g¢ und aus 
1670 ccm Eselsmilch 20 g Casein her. 

Nach der Feststellung ihres Trockensubstanzgehalts bestimmte 
ich das Ultraviolettabsorptionsspektrum, das spezifische Drehvermégen 
sowie den prozentuellen Tyrosin-, Tryptophan-, Schwefel- und Phosphor- 
yehalt der genannten Caseine. 

Die Aufnahme des Absorptionsspektrums erfolgte mit einem 
Hilgerschen Quarzspektrographen vom Typus E 8, der mit einem Judd- 
Lewisschen Sektorenphotometer verbunden war. Die Extinktions- 
koeffizienten berechnete ich nach der Formel: 


s= 2 Jo : 


e 





wobei ¢ die Konzentration des Caseins in °, und d die Schichtdicke in 
em bedeuten. Log J,/J laBt sich im Sektorenphotometer unmittelbar 
ablesen. Der in der Tabelle angegebene Wert fiir Ae entspricht dem 
Abstand zwischen Maximum und Minimum der Absorptionskurve 
(einer im groBen und ganzen flachen Sinuskurve) in mm. Zu diesen 
Untersuchungen wurde das Casein in 0,1 °,iger Konzentration in | °,iger 
Boraxlésung verwendet. 

Die Bestimmung des Drehvermégens erfolgte an 1 °,igen Lésungen 
der Caseinpriparate in 1 °,iger Boraxlésung, wobei vor den Messungen 
die Lésungen noch durch Filter Nr. 602 von Schleicher und Schiill 
geschickt worden waren, Das spezifische Drehvermégen wurde nach der 
Formel: 

a 100 


(aly = —_— 


berechnet, wobei « den im Polarimeter abgelesenen Winkel, ¢ die Kon- 
zentration des Caseins in °, und / die Schichtdicke bedeuten. 

Von Aminosiauren bestimmte ich den Gehalt der Caseine an Tyrosin 
und an Tryptophan, Nach den Erfahrungen der Eiweibforscher eignet 
sich nimlich zur Charakterisierung und Identifizierung der Eiweibarten 
am besten der Nachweis ihres Gehalts an diesen Aminosauren. Ihre 
Bestimmung fiihrte ich nach der Methode von Folin-Marenzi'! 
Den Schwefelgehalt bestimmte ich nach nassem AufschlieBen mit 
rauchender Salpetersiure und entsprechender Vorbehandlung in der 
Form von Bariumsulfat, den Phosphorgehalt nach nassem AufschlieBen 
nach der Methode von Sérensen? durch Titrieren mit alkoholischer 


aus. 


Kaliumhydroxydlésung. 


1 Folin-Marenzi, J. biol. Chem. 838, 89, 1929. — ? Sérensen, C. r. 
Trav. Lab. Carlsberg 15, 10, 1925 und Hammarsten, ebenda 17, 5, 1927. 
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Das Ergebnis der Untersuchungen ist in folgender Tabelle zusamme 
gefabt. 





a 9 Tyrosin ‘Tryptophan 
lierart [e Ip YPLOY 
0 0 0 0 


104,5 5,90 1,63 0,84 
Schaf 3,6 114,7 5,39 1,51 0,89 
Ziege 3, 107,52 4,82 1,39 0,81 
Pferd 2,65 98,7 5,36 1,18 0,92 
) 110.4 4,63 0,87 0,93 

An Rindercasein hat Hammarsten', an Schaf- und Pferdecasein 
Tangl® schon friiher Schwefel- und Phosphorbestimmungen ausgefiihrt, 
Die von mir erhaltenen Werte sind im allgemeinen um einige Prozente 
hoher als die im Schrifttum mitgeteilten. Ob nun diese geringen Unter- 
schiede in methodischen Griinden oder in individuellen Verschieden- 
heiten der untersuchten Caseine ihre Ursache haben, vermag ich nicht 
zu entscheiden. 

Aus den mitgeteilten Ergebnissen folgt, daB zwischen den Caseinen 
der verschiedenen Haustiere in physikalischer und chemischer Hinsicht 
tatsachlich Unterschiede vorhanden sind. Diese Unterschiede geniigen, 
um fiir ein reines (mit einer anderen Caseinart nicht vermischtes) Pri- 
parat die Artzugehérigkeit ermitteln zu kénnen. Sie sind jedoch viel 
zu gering zum qualitativen und quantitativen Nachweis der Kom. 


ponenten in Gemischen von verschiedenen Caseinen. So kann auf Grund 


der mitgeteilten Versuchsergebnisse auch nicht mit Bestimmtheit 
ermittelt werden, ob eine Schafquarkprobe durch Zusatz von Kuhquark 
verfalscht ist, und noch weniger laBt sich natiirlich nachweisen, in was 
fiir einem Gewichtsverhaltnis die Falschung erfolgt ist. Eine solche 
Trennung und Bestimmung dieser Caseinarten ware nur dann méglich, 
wenn es gelingen wiirde, eine physikalische oder chemische Eigentiimlich- 
keit zu finden, die nur der einen Caseinart zukommt oder wenigstens 
in quantitativer Hinsicht bei beiden Caseinarten in hohem Mabe anders 
entwickelt ist. 


9 


1 Hammarsten, Zeitschr. f. physiol. Chem. 7, 227, 1882. 2 Tangl, 
Arch, ges. Physiol, 121, 534, 1908. 





